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| Riassunto. — B’ descritta una tecnica di semplice esecu-
J{iom, idenea alla contemsporanea evidensiazyione della coagulasi
¢ termomucleasi stafilococciche, direttamente in alimenti in-
quinati con ceppi enterotossic di S. aurcus. Le prove con-
dotte con la tecnica desiritta banno fornito rissltati positivi
egli alimenti, caratterizzali da wna carica microbica sapro-
itaria inigiale nom troppo elevata, dimosirando, altresi, che
a snddetta microflora saprofitatia, anche quando ragginmge
voncentrazioni elevate, non da luoge a falsi risultati positivi.
[Soma, inoltre, riportati i risultati degli sindi inerenti alle
taratteristiche di cromo, termo-stabilité ¢ acido-resistensa
della coagulasi stafilococcica. Vengomo, infine, illustrate le
prove condotte al fine di evidengiare Ieventuale agione inibente
sullaitiviti coaguiasica da parte di vari microrganismi.

i Summary (Enzyme Determination as Indirect
IEvidence for the Presence of Enterotoxic Staphylo-

cocci in Food Stuffs). — A simple direct test for the

simultancons detection of staplylococcal coagulase and thermo-
nuclease in food—stuffs contaminated by enterotoxic strains
of S. aurcus is deseribed. The tests carvied ont gave positive
resulis in food-stuffs characterized by an initial saprophytic
load which was not very bigh, showing, moreover, that the
above saprophytic microflora, even in high concentration does
not give rise #o false positive results,

INTRODUZIONE,

Negli vltimi anni si & andata sempre pit delineando
la stretta correlazione esistente tra produzione di en-
‘terotossina ¢ quella di altri enzimi, con particolare ri-
|ferimento alla coagulasi ed alla DNAsi termoresistente
I{termonucleasi), da parte di ceppi enterotossici di Sa-
 phylococcas anrens [7, 6, 11, 12]. E noto, d'altra parte,
‘che la ricetca dell’enterotossinz negli alimenti si basa,
.allo stato attuale delle ricerche, su tutta una serie di
' metodiche lunghe e costose, qualora si prospettasse
tun loro impiego routinario [3, 5, 12]; tali considera-
zioni, pertanto, hanno condottc ad una sempre pia
!ampja utilizzazione della ricerca della termonucleast
-quale indice indiretto della presenza dell’enterotossina
nell’alimento [3, 12].
| Recentemente, alcuni Autori [9] hanno evidenziato
{cﬂc quantitd spettrofotometricamente rilevabili di nu-
icleasi (0,34 u) corrispondono a livelli di enterotossina
'(9,5-10° mcg), non ancora in grado di dare origine

ai sintomi caratteristici della gastroenterite stailococcica.
Tuttavia, benché la correlazione esistente tra la pre-
senza della termonucleasi e quella dell’enterotossina
sia molto clevata [6)], appare evidente Iutilit di per-
venire, contemporancamente, anche alla determina-
zione nell’alimento in esame di un altro enzima carat-
teristico dei ceppi patogeni di S. awrens [1]. Per tale
motive ¢ allo scopo di acquisire, sotto un profilo
igienico, ulteriori elementi analitici che consentano di
formulare giudizi pti articolati sulla idoneitd di un ali-
mento, c¢i & sembrato opportuno prendere in csame
la coagulasi, enzima gid largamente usato quale indice
di patogenicita degli stafilococchi ¢ la cui ricerca viene
attualmente condotta soltanto previo isolamento in
coltura pura del germe produttore [14, 16]. A 1l fine,
abbiamo svolto tutta una serie di indagini preliminari,
tendenti, da un lato, 2 mettere a punto una tecnica ido-
nea alla ricerca diretta della coagulasi nell’alimento
stesso e, dalP’altro, ad evidenziare eventuali caratteri-
stiche di termo e crono-stabilita del suddetto enzima;
la conoscenza di tali caratteristiche, infatti, ci & scmbrata
necessaria per meglio chiarire il significato della ricerca
della coagulasi stafilococcica direttamente nell'alimento.
Sono state eseguite, infine, ulteriori ricerche intese ad
evidenziare sia le caratteristiche di acido-resistenza
della coagulasi, sia I'esistenza di eventuali fenomeni
di inattivazione da parte di alcuni microrganismi.

MaTERIALL

Ceppi batterici: Szaphylococens aureus (Thames Polytech,
Londra) Produttore di enterotossina A; Staphplococcus
aurens (Thames Polytech, Londra} Produttore di entero-
tossina B; Staphylococcus anrens ATCC 12610 - produt-
tore di enterotossina A e C; Bacillus subtilis ATCC
9799; FErcherichia coli ATCC 12015; Micrococens flavus
ATCC 10240; Psewdomonas aeruginosa ATCC 10145;
Sarcina lutea ATCC 9341; Strepiococcws faecalir 155
$5001/A.

Terveni di coltura: Brodo Comune (Difco); Brain
Heart Infusion (Difco); Baird-Parker (Oxoid).

Subsérasi: Bacto Coagulase Plasma (Difco) liofiliz-
zato e reidratato; Substrato per la termonucleasi (Bacto
DNA, g 0,3; NaCl, g 10; Agar granulare, ¢ 10; Tam-
pone Tris pH 9, q.b. a2 ml 1000).
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Reagenti: Blu di toluidina 0,1 M; Tamponc Tris

‘pH 8; Acido tartarico 1 N; Idrossido di potassio 1 N;

Solfato di ammonio.
Microcilindri di porcellana {diametro del foro capil-

lare mm 1,8; capacita ml 0,01).

Membrane Millipore, diametro pori 0,43; F iltro Seitz.

Centrifuga T24 Janetzki.

Coulter Counter Electronics Ltd, modello ZF.

Stomacher Lab. Blender 400 (PBI).

Alimenti usati (prelevati dal commercio): carne in
scatola, wursiel, insaceati freschi, tonno sott’olio.

| METOD!,

Le indagini sono state condotte su campioni di carne
in scatola, wurstel, tonno sott’olio, insaccati freschi
¢ carne fresca macinata: su tuttl J campjoni venivano
preliminarmente determinati la carica microbica in
germi saprofiti, Ja colimetria, il titolo in streptococchi
feeali ed il contenuto in stafilococchi. Per quanto con-
cerne quest’ultima carasteristica, venivano eliminati i
campioni contenenti stafilococchi. Gli alimenti di cui
sopra sono stati inoculati, rispettivamente, con brodo-
colture di 24 h di ceppi di stafilococchi produttori di
enterotossine A, B e C, accuratamente standardizzate
al Coulter Counter, in modo da ottenere concentrazioni
finali di 104 cellule di stafilococeo/g; dopo la contami-
nazione i campioni in esame sono stati posti ad incubare
per 48 h a 200 C ed a 370 C, indi sottoposti alla ricerca
della termonucleasi ed a quella della coagulasi, impie-
gando il seguente schema analitico:

— omogeneizzatore, mediante Stomacher, di grammi
40 dell'alimento in esame con mli 80 di acqua distillata
sterile;

- centrifugazione dell’omogenato a2 5.000 r.p.m.
per 30°;

- aggiunta al surnatante del 30 %, (w/v) di solfato di
ammonio e suo stoccaggio a + 40 C per 48 h;

- centrifugazione della sospensione suddetta a 5.000
t.p.m. per 30 min;

- raccolta del precipitato con mi 2,5 di tampone
TRIS pH 8;

— ricerca dell’attivith coagulante di- diluiztoni sealart,
ottenute per raddoppio dell’estratto acquoso cosi ot-
tenuto, su plasma di coniglio.

Nel corso di ogni prova, ad una parte del prodotto
in esame ¢ stato aggiunto soltanto terreno colturale,
in luogo della brodocoltura di stafilococchi: tale ali-
quota fungeva, cosi, da controllo, Parallelaemente alla
ricerca della coagulasi & stata costantemente condotta
quella della termonucleasi con il metodo di Tatini ¢
Cell. [16}, da noi modificato,

Oltre alle prove descritte, ne sono state condotte
altre per studiare, nei medesimi alimenti sopra indi-
cati, la termo-stabiliri ¢ la crono-stabilita della coagu-
lasi stafilococcica in essi presente. A tal fine, un’ali-
quota di tali alimenti, contaminati secondo le modalita
descritte in precedenza, successivamente incubati a
370 C per 48 h ¢ nei quali veniva accertata la presenza
di coagulasi (controllo), venivano trattati, rispettiva-
mente, a 1100 C e 2 1200 C per 10 min; dopo trle trat-
tamento, veniva nuovamente eseguita la ricerca della

coagulasi, La crono-stabilita della coagulasi stafilococ-
cica formatasi negli alimenti veniva accertata, infine,
su aliquote dei medesimi previamente contaminate,
incubate a 370C per 48 h e trattate 2 1100 C peg»10
min, al fine di bloccare lo sviluppo del germe produt-
tore. Tali aliquote venivano quindi lasciate a tempe-
ratura ambicnte € sottoposte, infine, alla ricerca della
coagulasi ad intervalli regolari di tempo (ogni 4 giorni),
seguendo lo schema analitico descritto in precedenza.
Le ricerche sulla crono-stabilita della coagulasi sono
state condotte, in parallelo, anche su brodo-colture di
stafilococchi enterotossici di 24 h, sottoposte a tratta-
mento termico idoneo ad eliminare il germe produttore
(1100 C per 10 min) ¢ mantenute 2 temperatura ambiente;
civ al fine di avere dei campioni di tiferimento.

Le prove di acido-resistenza sono state condottc a
partire da brodo—colture di 24 h di stafilococchi en-
terotossici, portate ai seguenti valori di pH: 2, 4, 6
¢ 9. Su tali campioni ¢ stata eseguita la ricerca della coa-
gulasi, impiegando plasma di coniglio (Difco); come
controllo ¢ stato utilizzato il plasma stesso, trattato ai
suddetti valori di pH con Pimpiego dei medesimi rea-
genti (acido tartarico 1 N ¢ idrossido di potassic 1 N).

Per quanto riguarda le prove tendenti a evidenziarc
leventuale inattivazione dell’attiviti coagulasica da
parte di altri microrganismi, si & proceduto nel modo
seguente: brodo-colture di staftlococchi enterotossicl,
di 24 h, venivano trattatc a 70° C per 30 min, al fine
di uccidere il germe produttore; esse erano, in seguito,
divise in due aliquote, una delle quali era saggiata cotme
tale, mentre P'altza veniva sottoposta ad una centrifu-
gazione 2 5.000 r.p.m. per 10 min, allo scopo di eli-
minare le cellule batteriche. Entrambi i campioni cosi
ottenuti venivano, in seguito, suddivisi in 6 aliquote
di ml 5 ciascuna, alle quali erano rispettivamente addi-
zionati mi 0,1 di brodo-colture di 24 h dei seguenti
microrganismi: Escherichia coli, Streprococcns  faecalis,
Pseudomonas aeruginosa, Bacillus subtilis, Micrococens fla-
es ¢ Sarcina. fntse. 81 incubavano infine le aliquote
a 320 C per 24 h. Trascorso tale periodo, veniva con-
dotta la ricerca della coagulasi, la cui lettura era effet-
tuata dopo 4 h e 24 h.

RISULTATI E DISCUSSIONE.

Gli studi da noi condotti, sia su alimenti previa-
mente inoculati con ceppt enterotossici di 5. amreas
che su brodo-colture dei medesimi germi, hanno con-
sentito di evidenziare quanto segue:

~ negli alimenti esaminati non contaminati da sta-
filococchi non sono mai state messe in evidenza né
la coagulasi né la termonucleasi;

~ i due enzimi suddetti sono stati cvidenziati in
alimenti paucimicrobici, quali carni in scatola ¢ wurstel,
da noi sottoposti a contaminazione secondaria secondo
le modalita sopra descritte; in particolare, I'estratto
acquoso degli alimenti utilizzati per la ricerca della coa-
gulasi & risultato attivo fino alla diluizione di 1:32 nei
campioni di carne in scatola, mentre negli altri alimenti
Pattivita coagulasica degli estratti era evidenziabile
fino alla diluizione di 1:16;

- negli alimenti ad elevata carica saprofitaria ini-
ziale, Ia ricerca della termonucleasi ¢ risultata positiva,
mentre risultava negativa quelia della coagulasi, Tali



risultati, verosimilmente, sono da correlare ad inter-
ferenze espletate dalla predetta microflora saprofitaria
sulla coagulasi stessa;

- la coagulasi rimane attiva anche dopo che gli ali-
menti sono stati trattati a 1200 C per 10 min;

'~ tale enzima risulta ancora evidenziabile negli ali-
enti dopo 20 giorni dalla loro contaminazione con
stafilococchi;

~ l'attivitd coagulasica risulta inibita sia a pH 2 che
a pH 9, mentre & ancora rilevabile a pH 4;

— tra i germi da noi saggiati nessuno & risultato in
grado di inibire lattivitd coagulasica; solamente il
Bacillus subtilis ¢ la Psendomonas aeryginosa hanno mo-
strato una apprezzabile interferenza, sia pure limita-
timente alla brodo-coltura previamente centrifugata.

Per quanto concerne, invece, eventuali interferenze
espletate dalla microflora saprofitaria sulla produzione
di coagulasi e di termonucleasi da parte degli stafilo-
cocchi, & opportuno rilevare quanto segue. Innanzitutto,
& stata constatata, nelle presenti ricerche, I'assenza di
attivitd termonucleasica e coagulasica in alimenti con
elevata carica microbica saprofitaria ma non contami-
nati da stafilococchi; quanto sopra, conferma quanto
& stato gid evidenziato da altri Autori {15] relativamente
alla termonucleasi. Per quanto concerne, in particolare,
Vinterferenza esercitata da streptococchi fecall nei con-
ffonti della termonucleasi, la letteratura pilt recente
indica una possibile degradazione di tale enzima solo
ip presenza di concentrazioni molto elevate di tali
germi; questo fenomeno, in pratica, non & rilevabile
neanche jn alimenti di scarsa qualita igienica nei quali
di solito il numero degli streptococcht fecali ¢ elevato
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ma non arriva a superare concentrazioni di poche mi-
gliaia per grammo. E bene rilevare, inoltre, che in let-
teratura € stata descritta [5] una interferenza degli strepto-
cocchi del gruppe D nella ricerca della coagulasi:
tali germi, infatti, sarebbero in grade di coagulare il
plasma citratato di coniglio, fornendo, in questo modo,
falsi risultati positivi. Tale inconveniente, rilevabile
peraltro esclusivamente nel caso di letture tardive della
prova della coagulasi (24 h di incubazione) [5], viene
superato impiegando plasma di coniglio addizionato
con EDTA come anticoagulante, cosi come da noi
fatto nelle presenti indagiai.

Per quanto si riferisce, invece, alla negativitd della
ricerca della coagulasi in alimenti da noi inquinati
con staflococchi, ma caratterizzati da una carica micro-
bica molto elevata, oltre 107 u.f.c./g di prodotto di germi
saprofitari, si puo ritenere che ci6 sia da porre in rela-
zione ai noti fenomeni di antagonismo microbico esi-
stenti laddove le cariche microbiche siano molto cle-
vate; infatti il contenuto in stafilococchi non riesce a
superare, negli alimenti in questione, il numero di 104
germi/g di prodotto anche dopo 48 h di incubazione
a 370 C; a tale concentrazione, il germe non ¢ in grado
di elaborare quantitd significative di enzima, come da
noi gii evidenziate in indagini precedenti {3].

Da quanto finora esposto emerge che la ricerca di-
retta della coagulasi negli alimenti, eseguita con una
metodica semplice come quella sopra riportata, con-
sente all’analista, specialmente se condotta in parallelo
con quella della termonucleasi, di avere ragguagli
significativi sulla igienicitd di un prodotto con speci-
fico riferimento al suo contenuto in stafilococchi entero-
tossici; cid si riferisce, in particolare, ad alimenti fre-
schi o da consumarsi entro breve tempo, anche se pre-
ventivamente trattati al calore,

BIBLIOGRAFIA

. Bootusy, J., Genigrorars, C. & Fancevr, M. L. 1979, Tundem coagulase/thermonuclease agar method for the detection of 5.
anrenis, Appl. Environ. Microbiol. 37: 298-300.

. Casman, E.P. & Benwer, R, W, 1965. Detection of staphylococeal enterotoxin in food. Appl. Microbiel. 13: 181-189,

. D Frue, G., De Srvong, C., Tor, L. & Gizzarcenr, 8. 1979, Thermonuclease and other enzymes produced by enterotoxi-

genic staphylococci.  International Sympasivm on Microbiskgical and Clinical Aspects of Streptococcal and Staphylococcal Infections, June 1979,

. De Feuw, G., Torn, L. & Dre Smiong, €, 1977, Ricerca delle termonucleasi stafilococciche in alimenti di varia natura., Auw, Selarg,

19 (5): 1-11.

. Evans, . B.', Buerrtner, L. G, & Niven, C F. 1952, Occurrence of streptacocei that give a False-positive coagulase test. J. Bar-

teriol. 64 433-436,

. GiLeert, R, )., WirnexE, A., LansEr, ], & Sivkovicova, M. 1972, Serclogical detection of enterotoxin in foods implicated in
staphylococcal food-poisoning. J. . 70: 755-762.

. Laciica, R.V.F. & Arcumson, F. W, 1973, Idendification of §. amrens simnltanenus use of tube cougulase and chermaonuclease

. Laciica, R.V.F., Wrisa, K. F. & Drres, H. 1969, Relationship among coagulase, enterotoxin and heat-stable deoxiribonuclease

7
tests, Appl. Microbial, 25; 496499,

I8

production by V. amrens. Appl. Microbiol. 18: 126-127,

9, Jav, J. M. 1978, Maodern food microbiology. International Student Edition.

i0.

Mepwip, R. . & Grant, I, W. 1980. Inactivation of staphylococcal thermonuclease by an enzyme-like factor produced by Srrep-
tocaccns faecalis subsp. liguefacienr. J. Food Protection. 43(3): 201-204.

11. MoospiJk van DE, A., Mosser, D. A. A. & Pouw, H. J. 1973, The use of coagulase as a thermostable index enzyme for the ex-

™ amination of foods suspected of containing staphyloenterotoxins. Anw. Rept. Central Inst. Nutr, Res, Zeist, The Netherlands.

12. NiskanrN, A, & Kotranen, L. 1977, Corrclation of enterotoxin and thermonuclease production with some physiological and

biochemical properties of staphylococeal strains isolated from diffevent sources. [, Food Protection. 40(8): 543-548.



476

13. Nskangn, A, & Linorory, J. 1977, Suitability of the enzyme treatment and ammonium sulfate precipitation method for detec-
tion of staphylococeal enterotoxin from different foods. Ewr. J. Appl. Microbiol. &: 233-237,

14. Ravman, F., Parg, E., Puyreerr, |, & Tepp, D, 1975. Reassessment of the coagulase and thermonuclease tests as means of identi-
fication 5., anreits,  Appl. Microbiol, 29: 451-454. .
15. Sperapg, W. H. & Taring, S, R. 1975, Interpretation of the coagulase test for identification 5. awrews, Appl. Microbiol. 29: 502-505.

16. Taring, S. R. & Corps, B. R. 1973, Applicability of heat-stable deoxiribonuclease assay for assessment of staphylococeal growth
and the likely presence of enterotoxin in cheese. J. Dayri 5o, 56: 1512-1515.

17. Wecrzynowicz, Z,, Heczko, P, B, SeL Saszewicz, ]., NeuGeBauer, M. & Purverer, G. 1979. Pscudocoagulase activity of sta-
phylocoeci. J. Clin. Microbisl. 1: 15-18,



Ann. Ist. Super. Sanita
Vol. 18, N. 3 (1982), pp. 477-480

Ricerca delle salmonelle negli alimenti

mediante una tecnica: di immunofluorescenza
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(9 Ospite dei Laboratorio degli Alimenti,

- Riassunto. — Viene proposia sna metodologia idonea al-
Pevidengiazione delle salmonelle negli alimenti, mediante im-
spsofluorescenya indiresta (I.F.1), caratierizzata, tra Lal-
tro, dal ricorso ad sm procedimento di comtrocoloragione finale
con Bine Evans, La sensibilita ¢ Ja rapidird della metodica
adottata la rendono particolarmente adatta in sede di screening,
specialmente per acceriamenti su wm elevato numero di cam-
pioni, nel comtrollo igismico—samitario delle materie prime.
Summary (Detection of Sa/womella sp. in Food by
Means of Immunofluorescence). ~ Using sbe indirect
immmofinerescence technigm, the Authors suggest a mothod
for detecting salmomeliae in foods, which is caracterized,
among other things, by a final Blwe Evans countersiain.
By means of its quickmess and sensitivity, this procedure is
very witfil for a screewing work, particslarly for the bygienic
vontrol of a great number of foods and raw material samples.

. INTRODUZIONE.

Gli attuali metodi di « routine » richiedono non meno
di 5 giomni per giungere ad una evidenziazione dei
batteri del genere Salmonella negli alimenti; negli ul-
timi anni, pertanto, si & sentita sempre pid 1a necessitd
di ridurre i tempi di analisi per renderli idonei anche in
sede di screening. A tale scopo, utilizzando la tecnica
dell’immunofluorescenza indirerta (LF.L), sono state
da noi condotte una serie di indagini tendenti anche
2 migliorarne la specificitd ¢ & renderla, il pid possibile,
economica, Infatti, un’applicazione estensiva di tale
metodo, gid noto per le sue caratteristiche di rapiditd,
semplicitd e sensibilitd [11], aveva trovato in passato
seri ostacoli negli alti costi di attuazione ¢ nel frequente
verificarsi di risultati falsamente positivi, dovut al-
Palta incidenza di reazioni crociate tra le salmonelle
ed alcuni ¢ontaminanti occasionali o altri germi appar-
" tenenti alla famiglia delle Enterobatteriacee.
i La letteratura specializzata nel settore riporta nu-
" merosi lavori compiuti con l'ausilio della immunofiuo-
. rescenza diretta [3-6], anche automatizzata [8] o semi-
_automatizzata [10], mentre il metoda indirette risulta
mgho sperimentato. Nonostante la tecnica diretta pre-
senti uma maggiore rapiditd ed una minore indagino-
sitd, abbiamo preferito ricorrere a quella indiretta
(1F.L), che permette di eseguire una tipizzazione pre-

liminare utilizzando sieri facilmente reperibili [7], con
evidenti vantaggi sia dal punto di vista analitico che
economico; nella metodica diretra, invece, & necessario
ricorrere a tutta unz vasta serie di sieri immuni, di costo
elevato ¢ di reperimento non agevole.

MATERIALL

Ceppi batterici: B. swbsifis ATCC 9799; B. cerens
ATCC 9639; B. thuringiensis 158 B1004/M; E. coli
ATCC 12015; L. casei 1SS L1003; M. flavws ATCC
10240; Pr. aeruginosa ATCC 10145; Pr. mirabilis 188
Pr3; S. asreus Thames Polytechnique Londra-Bergdoll
strain 100; S. ypbimariuse 1SS 1010; 3. typbimuriam 138
1010fA; 8. enteriditis ISS 1004,

Terreni di coltura: brodo comune; acqua peptonata;
brodo selenito - cistina; terreno di Muller—Kauffmann,

Materiale per immuncfinorescenza: Sieri anti-salmonella
polivalenti I, II, III (Beheing); Bacto Salmonella O
Antiserum (Poly A-1 e Vi) (Difco); FA Rabbit globulin
anti-globulin (GOAT) (Difco); Bacto-FA Buffer pH
7,2 {Difco); FA mounting fluid pH 7,2 (Difco); Forma-
lina tamponata (1 pacte di formalina 4 9 parti di tampone
Tris pH 7,2); Bacto FA Kirkpatrick fixative, modified
(Difco) (609, enanclo ~ 30°% cloroformio - 109,
aldeide formica); Tampone fosfato isotonico con Tween
80 (Sclavo); Blue Evans (Merck).

Apparecchiatare: Microscopio Olympus modetlo BH-
RFL; Coulter Counter electronics Lt, Mod. ZF (Cap.
50 micron); Stomacher Lab. Blend 400 PBI

METODI.

Dopo una serie di prove preliminari, sono state ap-
portate alla tecnica della LF.I. alcune varianti tendenti
a renderla pih idonea agli scopi da noi prefissati.

I criteri seguiti durante le nostre indagini sono stati
i seguenti:

1) Al fini di una corretta fissazione dell’antigene &
stata usata la soluzione di Kirkpatrick, con un tempo
di contatto di circa 5 min.

Per quanto riguarda le diluizioni dei sieti anti-salmo-
nella polivalenti, sono state scelte quelle comprese tru
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1:4 ¢ 1:8 con tempi di azione intorno a 20-25 min
{a 370 C in ambiente umido), menire per Pantiglobu-
lina coniugata con fluorescina quelle comprese tra 1:8
e 1:16 con tempi di azione intorno a 10 min (a 37¢ C
in ambiente umido). Oltre ai classici lavaggi intermedi
in soluzione tampone, si sono eseguiti, immediatament
dopo, brevi lavaggi in acqua distillata, per asportare
i residui salini recati dalla stessa soluzione tampone.
Dopo ogni lavaggio, per accelerare i tempi di essic-
camento, il preparato & stato sottoposto ad una cor-
rente di aria calda a temperatura moderata (40-500 C
per 5-8 min). Per il montaggio si & ricorso alla glicerina
TAmponata, Ii stata abbandonata I'idea della centrifu-
gazione del terreno di partenza al fine di concentrare
I'antigene, poiché aumentava eccessivamente la pre-
senza di frustoli luminosi nel campo microscopico.

2) Diverse analisi sono stae condotte sin 2 partire
da alimenti artificialmente contaminati, che a partire
da altri non manipolat, ma sospettl di contenere sal-
monelle. PPer evidenziare la possibilita di reazioni cro-
ciate sono state allestite prove che includevano, sia
singolarmente che sotto forma di mescolanza, diversi
stipiti batterici scelti tra possibili contaminanti: £Z. coff,
B. subtilis, B. cerens, B. thuringiensis, 8. anrens, M. flavns,
P. rulgaris, Ps. aertginosa, L. casei. V. stato saggiato
anche il comportamento del 5. cererisiae. Per quanto
riguarda i terreni di coltura, si sono avuti i migliori
risultati utilizzando acqua peptonata seguita dal sele-
nito con cistina, che notoriamente favorisce lo sviluppo
selettivo delle salmonelle.

3) Allo scapo di attenuare i fenomeni di fluorescenza
aspecifica & stata effettuata una « controcolorazione »,
immergendo il preparato, prima del montaggio, in una
soluzionc di Blue Evans alla concentrazione di 1 mgj/l
per un tempo di 10 min, Pur non costituendo una no-
vitd, non risulta in letteratura Iimpiego di tale colo-
rante per lo stesso fine, Infarti, Fantasia e Coll. hanno
sperimentato, unicamente per gli stafilocoechi, il Flazo-
orange [3], che maschera, perd, solo i falsi positivi 2
fluorescenza pxu debole. I stata, infine, esaminata lop-
portunita di impiegare antibiotici nei terreni di arric-
chimento, per ottenere una maggiore concentrazione
di salmonelle a scapito di altri germi inquinanti.

Risvnrat.

1) Le scelte farte hanno permesso di otténere una
buona fuorescenza dell’antigene specifico, con una
fluorescenza di fondo scarsa o comunque non fastidiosa.

2) Lo S, amrens & risuitato nettamente fluorescente,
anche se non posto a contatto con il siero anti-sal-
moneila. Cio si & verificato, talora, anche per alcuni
bacilli Gram positivi sottoposti alla prova, seppure in
maniera meno vistosa, ¢ per il 5. cerevisiae, Le rimanenti

specic microbiche, compreso I'E. o/, hanno dato -
sultati incerti e vartabili, a seconda di minimi cambia-
menti delle condizioni sperimentali. F stato inoltre
appurato che i fenomeni di interferenza non er’mmdn-
vuti a diversi procedimenti di fissaggio,

3) Dopo il trattamento con Blue Evans, pur persi-
stendo la fluorescenza dello 5. anrens, tutti gli altei germi,
tranne le salmonelle, risultavano avere una fluorescenza
indebolita; Patrenuvazione di quella del B. subtilis era
perd scarsa,

Prove preliminari con alcuni antibiotici nei terteni
di arricchimento hanno fatto intravedere un utile im-
piego della cloxacillina. La penicillina non & risultata
sufficientemente selettiva.

CoxcrLustoN,

La letteratura riporta percentuali di falsi negativi
trascurabili (0-1,6¢,), eccettuato per alcuni alimenti,
come la farina di carne, Le percentuali di falsi positivi
sono comprese fra i'1 9} ed il 15 % (con una media
del 7¢.), e risultano pin elevate nei campioni di pol-
lame e nei salumi, ove la flora accessoria & spesso
ricea |1, 3, 11].

Le frequenti false positivith date da C. freandii (25-
50 ¢.) [3] non dovrebbero preoccuparci eccessivamente,
a causa della scarsa frequenza con cui tale germe si
trova negli alimenti pit comunemente analizzati, né ci
dovrebbero preoccupare quelle date da germi morfolo-
gicamente distinguibili dalle salmonelle, quali 5, anrens
{9, 11] gli streptococchi ed il S. cerevisiae. D'altra parte
sono tollerabili in sede di srreewing, ove & necessario
solo escludere la presenza di salmonelle, ma non affer-
marne con certezza la stessa. F tuttavia possibile si-
durre con alcuni accorgimenti 'incidenza dei falsi po-
sitivi, ad esempio adoperando sieri altamente purificati
e dando la preferenza alle diluizioni pia spinte (2] ed
ai tempi di contatto pi brevi, che non comportino un
aumento rilevante dei falsi negativi. Inoltre, poiché un
prearricchimento appare necessario quando si parte dal-
Panalisi di un alimento, specie se & stato sottoposto ad
un processo di conservazione, & bene mettere in atto
meccanismi selettivi a favore delle saimonelle. A tal
fine, la combinazione di un prearricchimento con ac-
qua peptonata e selenito pih cistina con una contro-
colorazione con Blue Evaus sembra dare risuftati sod-
disfacenti ¢ comungque permette di condurre le prove
di screening in tre giorni,

Per quanto concerne gli sviluppi successivi delle in-
dagini ci proponiamo di sperimentare, tra I'alro, I'im-
piego di un antibiotico il pil efficace possibile ai fini
della selettivitd dei terreni di coltura, nonché lo studio
di altri marcatori di Auorescenza, ai fini di una pib
accentuata elertivitd delia prova.
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Incidenza di Candida sp. nei soggetti sottoposti a trapianto di rene

Maria Cristina GHEZZI, Acressannra GIORDANO, Paora CIPRIANI ¢ Maria Immacorata BRENCIAGLIA

Lititmto di Microbiologia, Universitd degli Stndi, Roma

Riassunto. — Gl Astori descrivone Iiter diagnostico re-
lative all'isolamento ¢ identificagione di Lieviti tipo Candida
sp. in pagienti immunocempromessi. Lindagine & stata ese-
gwita siw 63 trapiantati renali durante il periodo Gennaio-
Ottobre 1981, Llesame microbiplogico dei campions (urina,
espettorats, lampone vaginale, feci, tampone faringeo, sangue,
ecc.) vemiva esegwito prima ¢ dopo il trapiante. L'identifica-
ione dei ceppi isolati era effettnata mediante prove coltwrali
¢ biochimiche. Sono stati inoltre saggiati, nei confronti dei
30 ceppi ivolati, 4 composti antifungini (5- Fluorocitosina,
Amphotericina B, Micosazgele, Nistating) mediante il metodo
delia dilwizione in brodo (M A.C. e M.F.C\). 5i é visto che
il 47,6 %, dei trapiantati renali aveva avwto comlaminagioni
in una o pin sedi e che il 60 O dei ceppi isolali appartencva
alla specie C. albicans,

Summary (Incidence of Candide sp. in Kidney-trans-
planted Patients). — The Authors describe the diagnostic
procedure relative to isolation and identification of Candida sp.
in compromised host. The inyestipation was carried out on 63
renal—transplanted patients during the period January—October
1981, The microbiologival examination of specimens (nrine,
sputum, vagina, stool, pharynx, blood, efc) was carried ot
before and after transplantation. Isolated strains were identi-
fied wsing cultwral and biochemical tests. The 50 isolated
sirains were also tested against fonr antifungal componpds
(5~ Fluoricytasine, Amphotericin B, Miconagole, Nystatin)
by brath dilution methed (M.I.C. and M.F.C.). We have
Jound that 47,6 %, of renal transplant recipients were con-
taminated at one or more sites and that 60 %, of iselated
sirains were C. albicans.

I lieviti tipo Candida sono frequentemente presenti
come membri della normale flora del tratto gastrointe-
stinale, detla pelle e, come contaminanti, nella vagina,
nell’orofaringe e nell’urina in pazienti cateterizzati. Pil
frequenti sono le contaminazioni da parte di tali mi-
crotganismi quando vi sono condizioni predisponenti,
quali si verificano in pazienti sottoposti a protratta te-
rapia antibiotica, lunga degenza ospedaliera, in neo-
plastici, compresi i leucemici, e in soggetti sottoposti
a trapianto d’organo. In questi vltimi, la terapia im-
muno-soppressiva costituisce una delle pi importanti
condizioni predisponenti per 'instaurarsi di colonizza-
zioni ed eventuali conseguenti infezioni. E noto che
in tutti questi pazienti, la maggior parte delle infezioni
da funghi & di origine endogena, ¢ nei trapianti renali,

le sedi maggiormente interessate sono costituite dai
polmoni, dal tratto urinario ¢ dalla ferira. Alcuni
Autori riportano che il 519, di tali pazienti presenta
colonizzazioni, infezioni localizzate o generalizzate da
Candida ¢ il 709, ha candiduria {1}. Sempre questi
Autori rilevano nella loro casistica una significativa
correlazione tra infezioni fungine e rigetto, ipotizzando
che ci6 sia in relazione con Puso di alti dosaggi di
prednisone e di siero antilinfocitario. Tra le varie spe-
cie, la Candida albicans & responsabile di infezioni con
maggiore {requenza, seguono poi le altre specie quali
la C. stellatoidea, 1a C. parapsilosis, la C. tropicalis e la
C. krasei. Nel periodo gennaio-ottobre 1981 abbiamo
eseguito il controllo microbiclogico di 63 pazienti sot-
toposti a trapianto di rene presso la 1I Patologia Spe-
ciale Chirurgica dell’Universitd di Roma, secondo un
protocollo che prevede Pesame microbiclogico prima
dell’intervento €, con frequenza settimanale nel primo
periodo post-trapianto, di tampone faringeo, espetto-
rato, urina, secreto vaginale, feci, drenaggi e, se ne-
cessario, aspirato bronchiale, liquor, sangue.

MATERIALI E METODI.

La ricerca della Candida nei campioni provenienti
dal pazienti sottoposti a trapianto di renc & stata cffet-
tuata mediante la semina su Sabouraud agar e Sabo-
uraud agar addizionato con cloramfenicolo (0,05 mgf
ml). I ceppi isolati sono stati tipizzati in base alle prove
colturali ¢ biochimiche riportate nella Tab. 1. La for-
mazione della pellicola superficiale & stata eseguita in
Saboutaud brodo; la formazione del tubo germinativo
in sieto di cavallo e nello stesso con P'aggiunta di N-
acetil-glucosamina come stimolatore [2]; la formazione
delle clamidospore su Corn Meal Agar (BBL). Per la
fermentazione & stato usato Cystine Trypticase Agar
{BBL) con 'aggiunta di dischetti impregnati dei vari
zuccheri (Taxo Carbohydrate Discs) (BBL) e per le
prove di assimilazione lo Yeast Nitrogen Base (BBL)
secondo Wickerham [3]. Infine, la resistenza al ciclo-
esimide & stata saggiata mediante semina su Sabouraud
addizionato con cicloesimide (10 pg/ml Acti-dione Up-
john). B stata inoltre studiata la sensibilith dei ceppi
di Candida isolati ai seguenti farmaci antimicotici: am-
pbotericina B {Squibb), miconazolo (Jansen), nistatina
(Squibb) ¢ 5-fluorocitosina (La Roche).
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Tabelia 1. — Schema per Didentificazione di Candida.

Prove

Formazione della pellicola
colturali . ..

Formazione del tubo germinativo

l Formazione delle clamidospore
Galattosio
Fermentazione di { Maltosio

Glucosio

J[ Saccarosio
:
|
\L Lattosio

flnositulo Trealosio
Prove . L
biachimiche 4 1‘ Lattosio Melibiosio
| Glucosio Cellobiosio
Assimilazione di 2

Saccarosio  Raffinosio

Dulcitolo Maltosio

L Xilosio Galattosio

Resistenza al Cicloesimide

Produzione di Ureasi

L

Per quanto riguarda lo studio della sensibilitd ai far-
maci antimicotici sono state calcolate le M.I.C, (Mini-
ma Concentrazione Inibente) con il metodo della dilui-
zione in terreno liquido e le M.F.C. (Minime Concen-
trazioni Fungicide) mediante la subcoltura deile con-
centrazioni maggiori o uguali alla inibente in 3abo-
uraud agar senza antibiotici. Come terreno ¢ stato
usato lo Yeast Nitrogen Base addizionato di glucosio
(1 %) e di asparagina (0,4 g/l) tampoenato a pH 7. Per
Pinoculo sono state utilizzate sospensioni in soluzione
fisivlogica, ottenute da colture di 48 ore su Sabouraud
agar, con una concentrazione di 10¢ cellule/ml.

RisuLTATI E CONCLUSIONI

In 30 pazienti, pari al 47,6 9, & stata isolata la Can-
dida in una o pit sedi dell’organismo. Come si pud
ossetvare dalla Tab. 2, le alte vie acree rappresentano
la sede che con maggiore frequenza risulta colonizzata,
come pure abbastanza elevata & la percentuale di can-
diduria osservata.

Nelia nostra indagine abbiamo isolatoc 50 ceppi di
Candida sp. dai 30 pazienti esaminati, in quanto alcunt
di questi presentavano contaminazioni in pitt sedi del-
P'organismo; in 5 casi sono state isolate 2 specie di-
verse dallo stesso paziente. In base alle prove colturali
e biochimiche, le Candide isolate (Tab. 3) sono risul-
tate: 30 C. albicans, 8 C. parapsilosis, 5 C. siellatoidea,
2 C. krusei, 2 C. psendotropicalis, ed inoltre 3 apparte-
nenti al genere Torulopsis: 2 T glabrata ¢ 1 T. pinte-

Tabella 2. — Sed; di isolamento di 50 Candida sp. in 30
(47,6 ) pazienti trapiantati wel periodo gennaio—oliobre
1981,

——— S b
Alte wie BeTOC L. 21 (447%)
Tratto genitale ..., .iuie i 11 (229)
Tratto UrnATiO. .. . i e s 9 (180,
Intestino., ..oov i i e e 6 (129}
Altre sedi ... .. e e 2 (49,
(ferita, redon, fistole, ecc.)

Tabella 3. — Specie di Candida isolate,

C. albicans ... ................ e e 30
C. parapsilosis. . .. ... i e e :]
C. stellatoiedea ............... e 5
(O LT 2
C. pseudotropicalis. . ... oot i i e e e, 2
C.glabratn ... .t e e e s 2
C.opintolopesii ... i i e 1

lopesii, che secondo le ultime divisioni tassonomiche
sono considerati appartenere al genere Candida 4] 1
risultati ottenuti nelle prove di sensibilitd sono ripor-
tati nella Tab. 4. Tutti gli antimicotici saggiati hanno
un range di attivitd piutrosto ampio, nella maggioranza
dei casi si & avuta attivied fungicida, tranne per il Mi-
conazole nei confronti di ceppi di C. afbicans e .
stellatoidea ¢ per la 5-Fluorocitosina nei confronti di
parapsilosis e delle Candide dell’ultimo gruppo. I valori
di M.ILC. per tutti i ceppi ¢ per tutti i farmaci, tranne
che per la 5-Fluorocitosina, sono piuttosto elevati, in
particolare per le Candide non albicans. ¥ interessante
sottolineare alcuni punti dei risultati ottenuti: le per-
centuali di contaminazione da noi osservate nei pa-
zienti oggetto del nastro studio sono analoghe a quelle
riportate in letteratura, inoltre risulta evidente come,
oltre alla C. albicans, rivestano un ruclo significativo le
altre specie che pit spesso risultano resistenti at far-
maci antimicoticl. Inoltre § dati di M.I.C. e M.I.C. da
nei ottenuti sono piuttosto elevati. Cio puo essere do-
vuto al fatto che, poiché pit ceppi provengono dallo
stesso paziente, & ipotizzabile che questi abbiano le
stesse caratteristiche biologiche; pertanto, Peventuale
resistenza di questi ceppi ad uno o pih farmaci, incide
notevolmente sulla percentuale totale. Infine, dato che
in letteratura non vi sono studi sulla sensibilitd di
ceppi di Caudida sp. di analoga provenienza, & possibile
che questi abbiana acquisito per selezione caratteristiche
particolari.
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Tabella 4. — A#tivitd comparativa dell’ Amphotericina B, della Nistatina, del Miconazolo ¢ della  5-Fluorocitosing nei

confronti di 50 ceppi di Candida sp.

M LC M. F C.
SPECIE Antimicotico

Range 50 0, 90 %, Range 50 °f 90 ©fy
Amphotericina B 0,02-10,00 0,80 2,50 0,039-10,00 1,44 4,60
, " -1 Nistatina <0,05-25,00 3,70 11,30 <0,05-25,00 4,40 11,60

C. albicans (30) ...... .
Miconazolo 0,10-5¢,00 3,75 9,80 0,10-50,00 3,80 25,00
L 5- Fluorocitosina <Q,05-50,00 0,34 6,25 <0,05-50,00 0,50 12,50
lf Amphotericina B 0,16-5,00 0,62 2,00 0,32-5,00 1,05 3,10
G losis (8) | Nistatina 1,56-12,50 2,20 7,15 3,12-12,50 1,70 7,15

. arapsilosis P

parapstio Miconazolo 0,39-12,50 3,12 8,00 0,39-12,50 3,12 10,9
5— Fluorocitosina 0,20-25,00 1,56 15,40 0,20-> 100,00 12,50 43,50
lr Amphotericina B 1,25-5,00 1,87 3,70 2,50-10,00 2,03 3,70
. Nistatina 6,25-12,50 7,35 11,30 6,25-12,50 8,60 11,70

C. stellatoidea (5) ..., .
Miconazolo 1,56-25,00 14,60 22,90 1,56-100,00 15,60 73,80
5- Fluorocitosina 0,10-0,39 0,80 0,29 2,10-0,39 0,80 0,29
C. krusei (2)...venn. Amphotericina B 0,32~ 5,00 1,59 4,10 0,32->10,00 1,59 >10,00
C. pseudutropicalis (2) Nistatina 1,56-6,25 3,60 5,80 1,56-12,50 3.80 8, 40
C. glabrata (2) ....... Miconazolo 0,39-12,50 2,40 8,40 0,39-12,50 3.80 8,40
C. pintolopesii (1) .... 5- Fluorucitosina 0,20-12,30 0,29 8,20 0,20-50,00 0,92 33,50
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Studio sull’attivitd antimicrobica del salicilato 8-chinolinilbenzoato

Sarvarore PANICO ¢ Nicora SIMONETTI

Istituta di Microbislogin, Universita degli Studi, Roma

Riassunto. — J quinolin-salicilato esercita wi'attivita an-
lnicotica ed anche antibaticrica, Tale attivita awmenta con
opportuai cecipienti. Non se ne conosce i mieccanismo d agione.

Summary (Antibacterial Activity of Salicylate 8-
yuinolinebenzoate), — The salicylate S-gninolinebenznate
exerfs an antimicrobic activity agamst yeasts (Candida,
Criptococcus) and hyphomycetes; ir actived, morcover,
against Gram-positive and Gram-negative bacteria. The
activity of this compannd increases with opportune excipienir,
There is question abont the mechanism of action of this com-
posnd.

Il salicilato 8-chinolinilbenzoato € un antimicotico
[1], del quale perd non & noto lo spettro di attivid.
La sua azione antimicotica potrebbe esserc messa in
relazione alle catatteristiche della sua molecola contem-
poraneamente lipofila e ionica, tuttavia non & ancora
conosciuto il meccanismo d’azione, E da ricordare che
I'8—chinolinilbenzoato & stato studiato tra i fungicidi
del suclo [2]. E altresi da tener presente la possibile
azione antimicrobica del salicilato ¢ del benzoato fa-
centi parte della molecola [3].

Scopo del lavoro & quello di effettuare ricerche sui
miceti e sui batteri Gram—positivi e Gram-negativi al
fine di definire lo spettro di azione del salicilato 8-
chinolinilbenxzoato, ed ottenere alcune valutazioni sul
pussibile meccanismo d'azione di questa sostanza,

MATERIALL E METODI

La sperimentazione € stata cffcttuata su numerosi
ceppi di miceti ¢ di batteri in genere isolati da mate-
rizle biologico, In particolare tra i miceti blastoccllu-
lari soneo statl adoperati: 61 ceppi di Candida albicans;
30 ceppi appartenenti ad altre specie del genere Candida
(O C. stellaroidea, G C. tropicaiis, 2 C. psendotvopicalis,
3 C. guilliermondii, 3 C. macedoniensis, 1 C. parapsilesis,
U C. krusei, 3 C. atilis, 4 C. 5p.); 4 ceppt di Cryplo-
caccus neeformans,

Tra { micedi filamentost sono stati adoperatt 6 ceppi
del genere Aspergillns, 4 ceppi di Trichopliyson menta-
grophytes ¢ 2 ceppi & Microsporum canis. Tra i ceppi
batterici sono stati adoperati 26 ceppi di batteri Gram-~
positivi (L1 ceppi i Staphylococcns pyogenes e 15 ceppi
di Streprocaceus ovalis) € 91 ceppl di batteri Gram-nega-
tivi di cui 31 appartenenti agli enterobatteri (9 ceppi

del gencre Salmonella, 11 del genere Kiebsiella ¢ 11 cep-
pi di Escherichia colf), 39 ceppi del generc Profens (10
P. wirabilis, \1 P, morganii, T P. rettgeri, 7T P. rulparis,
4 Providencia) e 21 ceppi di Psendononas acrnginosa. le
colture batteriche sono state seminate per le prove in
DST (Diagnostic Sensitivity Test Agar, Oxoid).

Le colture del miceti sone state seminate in Sabo-
uraud. Il pH dei terreni nelle prove era portato a pH
7,2 ¢ 5,8. La semina batterica & stata effettuata con le
diluizioni di brodo-coltura di 18 ore di sviluppo in
modao da ottenere un inoculo rispettivamente di 2-10°
batteri e 104 miceti blastocellulari, Nel caso dei miceti
filamentosi I'inoculo proveniva da una coltura di 72 h.
L’attivita antimicrobica & stata studiata mediante valu-
tazione delia concentrazivne minima inibente (M.L.C.).
Negli esperimenti & stato adoperato i salicilato 8-chi-
nolinilbenzoato. In alcuni esperimenti ¢ stata studiata,
inoltre, I'azione del wmetil ¢ propilparacssibenzoato da
solo ed in associazione con il salicilato 8—chinolinil-
benzoato, ¢ aggiunto in una pomata avente la seguentc
compaosizione:

Salicilato . .. ... ... B - O
Lanolina ....... I g LN
Mirf 45... .. ... e P
Propil e metilparaossibenzoate ..., ... g M3
Cera d'api giallo .. ... e g 0,150
Spermaceti ...l Ceeaea g 0,150
Olio di arachide ... .. e g 0,650
Stearina ... i s g 0,500
Trietanolamina . ....... ... .. 0. g 0118
Butilidrossianisolo ., .. .. ... e g 000625

l.a sostanza pura ¢ la pomata erano disciolti in ace-
tone in quantitd non interferente lo sviluppo delle col-
ture ¢ poi si effettuavano diluiziont scalari nei terrend
da esperimento. La lettura dei risultati era cseguita
dopo incubazione di 18 h a 37 9C per i batteri, 36 h
per i miceti blastocellutari ¢ 60 h per i miceti fila-
mentosi,

RisurTaTr

Agione del salicilate &—chinolinilbengoato sui micet bla-
stocellnlari (Candida, Cryptocoecus). — Le espetienze effet-
tuate a pH 5,8 (Tab., 1) hanno dimostrato una di-
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Tabella 1. — Agione del salicilate S-chinolinilbengoato a pH 5,8 véreo 84 ceppi di Candida (56 C. albicans, 9 C. stel-

latoidea, 5 C. rtropicalis, 2 C. psuedotropicalis,

¢ 3 ceppi @ pH 7,2 di C. neoformans.

3 C. macedoniensis, 3
parapsilosis, 4 Candida sp.) ¢ @ pH 7,2 verso 85 ceppi (57 C, albicans,

C. guilliermondii, 7 C. krusei, 7 C.
28 Candida sp.); verso 4 ceppi a pH 5.8
!

M.LC Candida sp. C. neoformans
#g/mt pH 5,8 o pH 7,2 " ptt 5,8 0 pH 7,2 o
0,40 i e e 1 — — — — — — _
0,80 .. i e, e — 1 — 1 . — —
1,56 ciine i — — —_ —_ — — — _
3,12 e 341 — 241 — 241 — 3 100
6,25 cii 144 — 343 — — — — _
12,50 e 1546 — it6 - — — — —
25,00 .. 394-21 — 1149 — 143 100 — —
50,00 civiiiii i 5460 — 12420 — — — — —
100,00 ... v T465 — 4432 — — — . —
200,00 L. 1472 — 28436 — - — — _
S>200,00 ... 12 15 20 4 — — — —
Ceppi sensibili X ........... 31,98 —

108,41 — 8 — 3,12 —

La letture per la Candida sp. ¢ stata effettuata dopo 18 h a 379C.

La lettura per il C. neoformans & stata effettuata dopo 24 h a 379C.

screta attivitd antimicotica del salicilato 8-chinolinil-
benzoato verso 1’859, dei ceppi di Candida saggiati.
Minore & invece lattivith 2 pH 7,2 che si esercita in
maniera pit limitata sul 76 %, dei ceppi saggiati. Una
notevole sensibilitd & stata dimostrata dai Cr:pta:acrbz‘
saggiati sia a pH 5.8 sia a pH 7.2. Tutti i ceppi sag-
giati vengono inibiti entro 25 pg/ml a pH 5,8 ed en-
tro 3,12 pug/ml a pH 7,2 (Tab. 2),

Agzione del salicilave  E—chinolinilbengoato  sugli  ifomi-
ceti. — 1 ceppi saggiati sono risultati sensibili all’azione
del salicilato 8—chinolinilbenzoato: a pH 5,8 tutti i
ceppl vengono inibiti entro la concentrazione di 100
ug/ml; a pH 7,2 il 96 %, dei ceppi viene inibito en-
tro 200 ug/ml

Tabella 2. ~ Agsone del salicilate S-chinolinilbenzoato a
PH 5.8 ¢ pH 7,2 verse 12 ceppi di ifomiceti (6 ceppi
di A. fumigatus, 4 ceppi di T. mentagrophytes, 2
ceppi di M. canis).

M. L C.

wfm] pH 5,8 pH 7,2
32 ... 1 1
6,25 ......... — 241
12,50 ......... — 143

25,00 ......... 541 344
50,00 ......... 246 147
100,00 ......... 448 148
200,00 ......... — 24-9
SW0,00 ... ... — 1
X 52,34

54,42

Agione del saléicilato 8-chinolinilbenzoato verso i cocchi
Gram-positivi (Staphylococcns pyogenes, Streptococcns ova-
Jis). — Tra 1 batteri Gram-positivi sono stati saggiati
lo Staphylecoccns pyogenes e lo streptococcus ovalis.

Sia a pH 5,8 che a pH 7,2 (Tab. 3) gli stafilococchi
sono risultati notevolmente sensibili all’azione del sa-
licilato 8-chinolinilbenzoato. Gli enferococchi sono risul-
tati sensibili soprattutto a pH 7,2 (Tab. 3). Tra tuttii
ceppi  Gram-positivi saggiati (Tab. 3) non si sono
osservati ceppi con sensibilita suderiore 2 100 pg/ml

Agzione del salicilato 8—chinolinilbenzoato verso i batteri
Gram-negativi. — 1 ceppi degli enterobatteri saggiati si
sono rilevati limitatamente sensibili all’azione del sa-
licilato &—chinolinilbenzoato sia a pH 5,8 che a pH
7,2 (Tab. 4). 1 ceppi appartenenti al genere Proseus
¢ i ceppi di Psesdomonas aeraginosa si sono rivelati scar-
samente sensibili all’azione del salicilato 8-chinolinil-
benzoato. In particolare i ceppi con resistenza supe-
riore a 800 pgf/ml sono a pH 5,8 il 109, dei ceppi
saggiati nel genere Profens ed il 47,6 %, dei ceppi di
Pseudomonas aersginosa; la percentuale di questi ceppi
resistenti a pH 7,2 nel genere Profess aumenta al 69 %,
e al 959, con i ceppi di Psewdomonas (Tab. 5).

Asione del salicilato §-chinolinilbenzoato con aggiunta di
propil e metilparaossibenzoato verso miceti blastocellulari. -
L’azione antimicotica del salicilato 8—hinolinilben-
zoato viene aumentata dall’aggiunta di metil ¢ pro-
pilparaossibenzoato, come risuita dalla Tab. 8, ri-
ferentesi ad esperimenti condotti a pH 7,2, Tale au-
mento viene esercitato anche dal propil e metilpara-
ossibenzoato unito ad altri eccipienti presenti nella
pomata precedentemente descritta,

Azione del salivilate §-chinolinilbengoato con agginnta di
propil ¢ metilparaossibenyonto verse gli ifemiceti, - Come
risulta dalla Tab. 8, la pomata contenente salicilato
8-chinolinilbenzoato presenta una buona attivitd che
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Tabella 3. — Agione del salicilato 8-chinolnilbenzoato a pH 58 ¢ pH 7.2 verso 11 ceppi di Staphylococcus pyogenes

e verso 15 ceppi di Streptococcus ovalis.

Staphylococcus pyogenes

Streptococcus ovalis

M. L C

wajml oH 5.8 o oH 7,2 o pH 5.8 oy PH 7.2 o

1,56 tiiiiiininninnnnnens — —_ 1 — — — — —

3 A2 ereinnn e — — 141 — — — — -
LI 1 S o1 — —_ —_ — — —_ —
12,50 0 0iiee it 5+1 — T+2 — 7 —_ 7 —
25,00 it Cremene 5.4-6 100 — — 247 — 647 —
50,00 ©ir i — — 249 100 249 73 2413 100
100,00 oot eeiiirnciaanins — — — — 4411 — — —
Ceppi sensibiliX .............. 17,61 — 17,47 —_ 42,5 — 12,5 —

Lettura effettuata dopo 18 h a 37 °C.

Tabella 4. — Azione del salicilate 8—chinolinilbenzoato a
PH 58 ¢ pH 7.2 su 31 ceppi di batteri Gram—negativi
(9 Salmonelle, 7/ Klebsielle, 77 Escherichia coli).

P oH 5.8 % PH 7.2 %

5 ... — — 2 —
50 v.iiiie. 1 — 142 —
100 oovvnnss 1141 —- 243 —
200 tiiian... 15412 — 2445 —
~200 ..innns. 4 13 2 7
X i, 153,7 — 175.8 —

Lettura effettuata dopo 18 h a 37°C.

si esplica maggiormente a pH 7,2, Buona attivita che
si manifesta circa negli stessi valori medi a pH 7,2,
con aggiunta di propil e metilparaossibenzoato.

Azione dell’associazgione salicilato 8-chinolinilbenzoato ¢
pomata contenente propril e metilparaossibengoato verso mi-
ceti blastocellulari, ifomiceti, batteri Gram-positivi, Gram—
negativi, Protews e Psewdomonas. — Come tisulta dalla
Tab. 6, la pomata contenente salicilato 8—chinolinil-

benzoato presenta una buona attivitd antimicotica. Si
nota, infatti, paragonando questi dati alla Tab, 1,
riferentesi ai miceti blastocellulari, un aumento di at-
tivitd che a pH 7,2 & circa 3 volte maggiore, Si nota,
inoltre, la scomparsa dei ceppi con M.LC. superiore
a 200 pgfml sia a pH 5,8 che a pH 7,2, Buona attivitd
della pomata che, per ghi ifomiceti, si esplica maggior-
mente a pH 7,2, 8i pud evidenziare, sempre nella
Tab. 6, come la pomata esercita una buona attivitd
antibatterica verso i ceppi di Svapbylococcus  pyogenes
specialmente a pH 7,2, dove si ottiene una M.LC,
media di 2,59 pg/ml. Se si confrontano . questi risul-
tati con quelli riportati nella Tab. 3, si nota un au-
mento di attivitd che a pH 7,2 & di circa 7 volte. Nelle
prove con i ceppi di Streprococcus ovalis si nota che I'at-
tivitd antibatterica della pomata & ancora maggiore e
se si confrontano questi risultati con quelli riportati
nella Tab. 3, si nota un aumento di attivitd che, a pH
72, & di circa 10 volte.

Con gli enterobatteri (E. coli, Klebsiclle, Salmonelle),
la pomata contenente salicilato 8-chinolinilbenzoato
presenta una discreta attivitd antibatterica, Se si con-
frontano questi risultati con quelli riportati neila Tab. 4,
si nota un aumento di attivithd, che si estrinseca con
la scomparsa di tutti i ceppi con M.I.C. superiore a
200 pg/ml ¢ con un aumento di attivitd che, a pH

Tabella 5. — Agzione del salicilato 8-chinolinilbenzoato a pH 5,8 ¢ pH 7,2 verso 39 ceppi del genere Proteus (710 P. mira-
bilis, 77 P. morganii, 7 P. rettgeri, 7 P. vulgaris, 4 Providencia) e rerso 21 ceppi di Pseudomonas aeruginosa.

Proteus Pseudomonas
M. L C

agfml pH 5,8 o pH 7,2 % pH 5,8 %o eH 7,2 %o

00 .o e 2 — — — 1 — — —
200 ... 4+2 15,3 — — — 2,5 — —
400 L. 746 — 9 — 1+1 — — —
800 ... 22413 — 349 — 942 — 1 —
800 L e 4 10 7 69 10 47,6 20 95

Lettura effettuata dopo 18 h a 37 °C.
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Tabells 6. - Agione dell’associagione salicilato 8—chimo-
linilbengoato + pomata contenente propil ¢ metilparaossi-
benzoato.

Ceppi resistenti

Tabella 8. — Azione del salicilato 8—chinolinilbenzoato con
aggiunia di propil e metilparaossibenzoato (rapporto 1:1)
verso 53 coppi del gemere Candida (31 ceppi di C. albj™
cans, 4 C. stellatoidea, 2 C. macedoniensis, 5§ C.
tropicalis, 7 C. pseudotropicalis, 2 C, krusei, 4 C.
guilliermondii, 7 C. parapsilosis, 7 C. leugeronii,
T C. wiswatii, 7 C. utilis).

N. M.LC 200 ug/ml
QENERE ceppi ¥ % pH58 pH2

pH58 pH?Z % %
Candids .......... 9% 30,19 37,00 — @ —
Ifomicett ......... 8 34,05 10,07 — —
St. pyogenes ...... 11 14,77 2,59 — —
Str, ovalis ........ 15 10,31 2,39 — —
Gram - (KES} ..... 31 75,80 45,96 — —
Proteus ........... 39 — —_ 67 72
Pseudomonas ...... 21 — — 9.5 81

Tabella 7. — Azione del salicilato 8—chinolinilbenzoato con
aggiunta di propil e metilparaossibengoato (rapperte 1:1)
verso 8 cepps di ifomiceti (3 ceppi di Aspergillus fumi-
gatus, 3 aeppi di Tricophyton mentagrophytes, 2
ceppi di Microsporum canis).

&;:m?:-
Py pos ohga melenon
pH 7.2
3,12...... — 3 3
6,25...... — 143 1+3
12,50...... 1 I4+4 144
15,00...... 341 2+6 3+5
$0,00...... — - _
100,00...... 1+4 _— —
200,00...... 345 — —
X.ool. e 60,93 10,07 12,88

7.2, & di circa 4 volte. Con i ceppi di Proseus ¢ Preudo-
monas la pomata presenta una modesta attivita (Tab. 6).
Tuttavia, s¢ si confrontano questi risultati con quelli
riportati nella Tab. 5, si osscrva un notevole aumento
di attivitd; infatti, a pH 7,2 con il genere Profess i
ceppi con M.LC. superiore a 800 pg/ml diminuiscono
di oltre 13 volte. Con i ceppi di Pseudomonas i ha una
riduzione dal 959, al 389,

Sn!ﬁil—ch-il-
pr S A S i R <

eH 1.2
1,56 ..... 1 — 1 — — —
1,56 ..... 141 — 141 — — —
3,12 ..... — _ 242 — —
6,25 ..... 542 — 2244 — 5 —
12,50 ..... 1247 — 4426 — 2045 -
25,00 ..... 419 — 11430 — 17425 —
50,00 ..... 4442 88 8441 92 — 89
100,00 ..... — — — — 1442 —
200,00 ..... T4 46 — 4449 — 4443 —
400,00 ..... - — —_— — — —
800,00 ..... 2448 — — - — —
800,00 ..... 2450 — — — — —
X ovveeinns 118,43 — 31,53 — 34,17 —

Lettura effettuata dopo 36 h a 37°C.

DI1SCUSSIONE E CONCLUSIONI.

1l salicilato B-chinolinilbenzoato (8al 8-ch) & un
antimicotico attivo sia verso i miceti lieviformi che
vetso gli ifomiceti. Questa molecola & interessante,
perché lo spettro d'azione si estende non solo ai bat-
teri Gram-positivi ma anche ai Gram-negativi ed in
particolarc agli emferobatteri; sono poco sensibili, tut-
tavia, i ceppi di Protens ¢ Pseudomonas. E possibile
che l'ampiezza dello spettro sia legata alla presenza
nella molecola del salicilato e benzoato, le cui attivitd
antimicrobiche sono note; infatti, ¢ stato dimostrato
che Dattivitd del Sal 8—ch pud venire incrementata da
parte di un benzoato. ¥ interessante come l'attivitd
del Sal 8-ch possa venire incrementatz in preparati
farmaceutici ed in particolare in una pomata da noi
saggiata: la presenza di alcuni eccipienti come il pro-
pil e metilparaossibenzoato ¢ alla base di questo in-
cremento di attivitd del Sal 8—h.

: N

~
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Rigssunto. — .rmme specie di Cryptococeus, nltre o
vari coppi di C. neoformans, capaci di crescere a 370 C,
sono stafe sperimentate su topini, inocwlande a varie dosi
per via e, i.p., ic, nel tentative di dimostrarne [even-
tuale opportunismo. Le analisi microbiologiche, istologiche,
ematockiniche (glwcosio, wrea, creatinina, GOT, GPT) ¢f-
fettuate sugli animali programmaticamente abbatinti, hanino
‘mostrato nna grande variabilita d&i virmlenga tra [ ceppi di
C. neoformans e insignificanti modificagioni con le altre
specie. Una seconda serie di esperienze, effettuate cortiso-
nizgzando gli animali inoculati con alte dosi, non ¢ stata suf-
ficiente a dimostrare Papportunismo pategeno dei vriptococchi
nos neoformans.

Summary ((Experimental Pathogenicity of Crypto-
cuccus sp. in Normal and Cortisone-treated Mice), -
A number of Cryptococens sp. along with several strains
of C. neoformans capable 1o grow at 370 C were examined
Jor their pathogenicity for mouse on adminisiration by several
route (i0.y Lpuy £.0.).  Animals sacrificed at intervals during
the experiments were swbjected fo microbiological, bistological
and bematochenical examination. The results showed that
strains of C. neoformans (butr not of other Cryptococcus
spp.) were endowed with a wide range of pathogenicity potential,
Cortisone—treated mice were not shown o be significantly pre-
disposed fo infection by non—neoformans species of Cryplococcus.

Il C. neoformans & stato studiato negli ultimi decenni
da vari punti di vista. 11 suo particolare opportuni-
smo, la sua alta pericolositd una volta penetrato nel-
I'organismo, la sua natura di « gigante nascosto» [1],
probabilmente pit presente di quello che non si creda
¢ pid dannoso di quello che non si sappia, la fonda-
mentale opera di Littman sulle criptococcosi [2] hanno
contribuito a moltiplicarne negli ultimi venti anni
oli studi epidemiologici, patogenetici, citochimici, tas-
sonomici (& recente la scoperta della sua forma per-
fetta basidiomicetica Filohasidiella neofarmans [3]). Sono
molte quindi le acquisizioni sul C. segforsans, quanto
sporadiche, carenti o imptecise sono le conoscenze
sulle altre specie del genere. Consultando la biblio-
urafia  recente, anche con lausilio del sistemna
MEDLINE, abbiamo tilevato che sul genere Cryple-
cocens esiste discordanza Ji dati e di nodzie (*); prin-
cipalmente non & stato possibile ricavare un modelio,
o det suggerimenti sicuri, per condurre, per ua certo

fine, prove di patogenicitd sperimentale. Molto & de-
sctitto sulla via di inoculo pin usata nel topino, quella
intracerebrale, condotta generalmente a fini diagno-
stici o di determinazione della virulenza, ma spesso
non ¢ specificata o la preparazione delle colture per
l'inoculo, o il volume di questo o la dose; indicazioni
meno precise si ritrovano per gli inoculi endovena
¢ intraperitoneali.

Studi di invasivitd ¢ sul ruolo opportunistico di al-
rre specie del genere Crypiococcns non esistono, an-
che perché spesso & invalsa la convinzione che tali
specie sono incapaci di sviluppare a 37°C [6, 7, 10].
Eppure C. albidus (var. albidus € var, difffuens), C. lan-
rentii, C. luteolus sono statl saltuariamente isolati in
campioni clinici {urine, pelle, tratto respiratorio [11, 12])
e ripottati in articoli di interesse medico [13]; noi
stessi abbiamo isolato C. albider in organi diversi di
feto bovino [14] e ci siamo trovati di fronte al quesito
di stabilire Uinnocuitd di un criptococco utilizzato in
un processo industriale che ne prevede lo sfrutta-
mento come biomassa e come produttore di enzimi.

Pet tutto quanto detto abbiamo ripreso lo studio
di patogenicita sperimentale dei criptococchi neij topini.

MaTERIALI E METODIL

Microrganismi. — 1 ceppi di collezione (CBS, IMAT)
e di altra provenienza, isolati ¢ identificati secondo
Lodder |13] con osservazioni morfologiche ¢ prove
biochimiche ¢ fisiologiche, sono [ seguenti: C. mee-
Jormans (132 CBS specie tipo, 4710 IMAT, 4711 Ci-
ferri, 4712 IMAT, 4713 tampone nasale, 4714 Ciferri);
C. laurentii (4687 IMAT, 4688 espettorato di paziente
tubercolotico, 4821 lievito di pane); C. albidur (4709
ceppo industriale); C. afbidus var. diffluens (17ab feto
bovino); C. ferrens (1895 CBS suolo); C. skimneri (5029
CBS insettl); C. dimennae (5770 CBS mangime); C.
lactativerns (5771 CBS acqua di mare).

Terreni di coltwra. — Per Visolamento & stato utiliz-
zato il terreno differenziale e selettive BCG (brom
cresol green) con aggiunta di penicillina (50 U/ml)

{(*) Sulla patogenicith primaria o sullopportunismo del C. neo-

Sormans {4, 5]; sulla barriera dei 37 °C come temperatura mas-

sima di sviluppo per i non neoformans [6-8]; sulla produzione di
ureasi {9], ecc.



490

e streptomicina (30 y/ml); per la conservazione e i
passaggi routinari agar-malto; per allestire le colture
inoculo brodo nutritivo glucosato (BNG). Per le os-
servazioni morfologiche sono state allestite siide cultures
in corn meal agar con twesn 80.

Preparagione dell’inocwlo. — Colture cresciute 48 h
su agar malto a 27°C vengono seminate in beute
con BNG e poste in shaker rotatorio a 370 C per 48 h.
Dopo conta in camera di Thoma si allestiscono so-
spensioni diluendo opportunamente le colture con so-
luzione fisiologica fino alle concentrazioni desiderate.

Animali, — Sono stati utilizzati topini maschi ceppo
Swiss (Charles River) di 18-20 g. Stabulati = tempe-
ratura costante di 219C 4 10 C ¢ umiditd relativa del
55 %, alimentati ad /libitum con mangime pellettato
della Ditta Piccioni.

Prove di patogenicita. — Sono state eseguite inoculando
lotti di 10 animali con dosi variabili da 1 a 50 x 107
cellule in 0,5 ml per via endovenosa ¢ intraperito-
neale e con dosi variabili da 5 a 30 mifioni in 0,02-
0,03 ml per via intracercbrale. In alcune esperienze pgli
animali sono stati trattati per via intramuscolare con
0,1 ml (4 mg) di acetato di metil prednisolone (Depo-
medrol Upjohn) 4 gg prima ¢ 3 gg dopo Iinoculo
dei criptococchi. Ad un gruppo di controllo & stato
somministrato solo il cortisonico. Gli animali sono
stati tenuti in osservazione per tempi variabili da 4 a
8 settimane a seconda delle esperienze. Gli organi
(rene, cervello, fegato, polmone e milza) degli animali
morti o abbattuti durante il corso delle esperienze
sono stati esaminati microbiologicamente mediante
plastramento in agar malto e osservando successiva-
mente le colonie cresciute dopo 48 h di incubazione
a 27°C con colorazione necgativa a fresco,

Deierminazione dei parametri ematici., — Sono stati
escguiti prelievi di sangue dal plesso retrosbitale degli
animali infettati ¢ dei controlli al 29, 50 ¢ 16° giorno
di esperienza ¢ determinati i livelli sierici di glucosio,
urea, creatinina, glutammico ossalacetico transaminasi
(GOT) e glutammico piruvico transaminasi (GPT) (**).

Esame istologico, — F. stato eseguito su parte degli
organi analizzati microbiologicamente dopo fissa-
zione in formalina salata di Policard, inclusione in
pataffina a p.f. 58-60¢ C, sezione al microtomo. Jung
di circa 5-6 w ¢ colorando con tecniche diverse: ema-
tossilina—cosina; metodo P.A.S. associato al metodo
Van Gieson; colorazione a fluorescenza actidine—
orange ed infine col blu di toluidina.

Risultati ¢ discussione. — Dopo uno sereening su nu-
merosi ceppi appartenenti ad una ventina di specie
e varietda di criptococchi [16] sono stati sperimentati
su topini quelli precedentemente elencati, che hanno
cvidenziato la capacitd di sviluppare a 37°C. Nelha
Tab. 1 sono riportati i ceppi di Crypiosoccus che sono
risultati positivi agli esami microbiologici effettuati
su rene (R), cervello (C), fegato (F), polmone (P) ¢
milza (M) degli animali inoculati. Non vengono ri-
portati O, abbidus 4709, C, terrens 1895, C. dimennae
5770, C. lactativorss 5TT1, mai isolati e C. afbidus var,
difffuens 17ab raramente ritrovato, Sono riportati i
dati relativi ai primi tre abbattimenti effettuati al 7o,
140, 300 giorno dagli inoculi, mentre per la esigua e
saltuaria presenza dei criptococchi negli organi non

sono statj trascritti i risultati del IV abbattimento ese-
guito intorno al 2¢ mese di esperienza. Sono state ino-
culate dosi diverse in rapporto alla specie ed alla gja
di inoculazione; i vari ceppi di C. meoformans (indcu-
lati ewv. ed ip.) hanno mostrato, anche in relazione
al tipo ed alla quantiti d’inoculo, un’ampia variazione
del grado di virulenza in termini di permanenza ne-
gli organi e di mortalitd (dal 100 ¢} col 4714 allo 09
col 4711 - inoculo ip. 2 x 10%; dall’80 9, co! 4714
al 109, col 4712 - inoculo e.v, 2,5 x 107).

Delle altre specie di Cryptococcus, solo C. laurentii
4687 e C. skinneri 5029 hanno mostrato una prescnza
limitata ed attenuata nel tempo.

Nella Tab. 2 sono ripostati 1 cisultati dell’esame di
alcuni parametri ematoclinici dei topini inoculati e.v.
(5 x 10" con C. laurentii 4687, C. skinneri 5029, C.
albidus var. diffiuens 17ab e con C. neoformans 4710 a
bassa virulenza (inoculo e.v. 107 — i.p. 10%); con questo
ultimo, con i due tipi di inoculo, si sono riscontrati
durante linfezione aumenti considerevoli di utea ¢
creatinina, indici di compromessa funzionalitd renale
¢ delle due transaminasi, indici di danno cellulare, Delle
altre specie solo con il C. lawrenti; 4687 si sono riscon-
trati intorno al 5° giorno valoti swpetiori tispetto ai
controlli dell’'urca e della creatinina. Per una rapida
indagine istologica & stato scelto il metode con blu di
toluidina che colora i criptococchi, ¢ in particolar
modo la capsula, in rosa (Fig. 1). Un maggior detta-
glio della morfologia capsulare si & ottenuto sfrut-
tando il metodo acridine—orange con cui la struttura
risulta nitida, con una fAuorescenza arancio brillante.
Questa metodica permette di evidenziare anche sin-
gole blastocellule ben contrastate su fondo nero (Fig,. 2).
Poiché questi due metodi non consentono di rilevare
eventuali reazioni dei tessuti in esame, sono state ef-
fettuate la colorazione con ematossilina—cosina, che
evidenzia tutti gli elementi di richiamo linfoistioci-
tario (Fig. 3) ¢ una colorazione che associa una rea-
zione istochimica {P.A.S.) ad una colorazione istolo-
gica (Van Gieson), che rileva contemporaneamente sia
i lieviti che le alterazioni istopatologiche di tipo dege-
nerativo o reattivo nel tessuto in esame.

In tutti gli organi esaminati degl animali inoculari
con C. neoformans sono presenti focolai infiammatori
diffusi con i macrofagi che ne rappresentano ele-
mento dominante; i lieviti, isolati 0 a gruppi, si pre-
sentano con le caratteristiche formazioni a «bolla di
sapone », particolarmente evidenti nel cervello, che
risulta 'organo pib colpito. Nel fegato si osserva una
limitata presenza di lieviti, con localizzazione pre-

yalente sotto la glissoniana. Si osservano anche al-

terazioni a livello delle strutture renali, con prevalenza
di fatti degenerativi, in accordo con le alterazioni ema-
tocliniche riscontrate. Solo in alcune specie di cripto-
cocchi non meoformans si rilevano saltuariamente una
blanda presenza di licviti ¢ scarsi fenomeni reattivi.
Con C, laurentii 81 osserwa lvoltz un leggero richiamo
linfoistiocitario nel parenchitha renale (Fig. 4).

{**} Glucosio - metodo di Werner (Werner W., Rey H. G.
& Wiclinger H. 1970. Z. Analit. Chem, 252, 224); urea — test
enzimatico colorimetrico (Fawcett )., Scott J. E., ]. Clin. Path.
1960, 13, 156); creatinina — metodo colorimetrico al picrato al-
calino, Henry R.J. 1968. Clinical Chemistry Principles and
Technics—Harpes & Row, pag. 300); glutammico ossalacetico ¢
glutammico piruvico transaminasi (G.O.T. ¢ C.P.T.} - metodo
colorimetrico di Reitman e Frankel (Reitman S. e Frankel S,
1957, Am, J. Clin. Path., 28, 56).

S



Fic. 2. - Cervello: Acridine—orange 250 Una sola cellula risalta nel contesto del tessuto




Fig. 3. — Cervello: Ematossilina—osing 400 X. Formazioni 2 « bolla di sapone» in una reazione flogistica

FiG. 4, — Reme; PAS—Van Gieson 250 X. Leggera reazione tissutale a carico dei tubuli
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Tabella 1. — Presemza dei criptococchi negli organi dei topini inoculati per via endovena ed intraperitonale con varie dosi
a EnpovENa InTRAPRRITONEALR
. - - CEPPI .
1 Abb. Il Abb, I Abb. Nomorti .. Doge N more I Abb. If Abb. Il Abb,
RCFPM RCFPM RCFPM g decess #10° %10 oy decessi RCFPM RCFPM RCFPM
Cr. neoformans 3
21422 2421212 10 100 22412 44343
. 4710 7
11 1. Cr. neoformans
z 44433 ——— 15 200 34433 442 2 34222
2 11 13 33 4711 4 4
1
21 - 12,5 100 54544 43534 44
7 Cr, neoformans
712 11 2
1 2 25 4 200 55555 44534 54444
4 514
3 442122 34233—131 25 Cr.meoformans 350 L 44493 44533 4422
51217 4713 5
4 2 332 4 3 1 25 Cr. neoformans 200 4 4 2
3 512 4714 3 411
2 44332 44 33 L 11 50 50 *] 44524 4 2
9 10 27 Cr. neoformans 2
2212 422212 44534—1——] 25 132 W0 —— 23 21 44413 1
410 410 32 i
12,5 | . 100 T 3 3 44 2
Cr. laurentii 200 31233 2 2
11 25 4681 500 3201
Cr. skinneri 200 221212
2 30 5029 500 2212 11
Legenda: - S ’ S
R == tene; C = cervello; F = fegato; P = polmone; M = milza.
1 Abb, — Abbattimento 7" giorno 1 == poche colonie
I1 Abb. = Abbattimento 149 giorno 2 = 10-25 colonie
III Abb, == Abbattimento 30 giorno 3 == 50-100 colonie
4 — 150300 colonie
5 = patina
Tabella 2. — alori di aleani parameiri ematici in topini inocwlati con varie specie di criptococchi,
2¢ giomno 5% glorno T T e ee
PARAMETRI Valori
EMATICI normali 4687 5029 17AB 4710 4710 C 4667 50219 17AB 4710 4710 C 4687 5029 17AE 4710 4710 C
EV. EV. EV. EV. LP. EV. EV. EV. EV. [P EV. EV. EV. EV. LP.
Glucosio mg2ml  66-120 Ly t1s 116 113 86 112 04 100 100 85 76 98 78 94 96 117 712 102
Urea mg%ml... 16-30 0 28 29 28 47 23 44 28 26 46 JO 28 23 23 28 {4 57 27
Creatinina mg/ml 0, 4-1 0,6 0,6 0,6 063 07 064 1,39 07 0,7 1.7 19 0,6 "9 0,8 0.7 2 26 07
G.OT. pUiml.. 95-124 92 90 105 49 187 94 106 94 94 197 215 99 — 28212 10
GP.T. pU/ml... 40-55 39 41 41 41 44 39 46 41 44 0 72 47 AT 80 47
468; Cr. laurentii ]
5089 Cr. skinneri —» EV inoculo endovena (5x 107)
17AB Cr. albidus |

4715 Cr, neoformans E.V. (107) LP. inoculo intraperitoneale (10%)
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Per evidenziare ’eventuale comportamento oppot-
tunista di €. skianeri 5029, C. ferrens 1895, C. albidus
var. diffuens 17ab, ¢ lanrentii 4687, €. lanrentii 4688
che nelle nostre condizioni sperimentali non avevano
dato luogo ad eventi mortali, la cui presenza negli
organi era risultata solo saltuaria, si & ricorsi alla corti-
sonizzazione degli animali seguendo indicazioni sca-
turite da precedenti esperienze e sulla base delle os-
servazioni di Mankowski [17] che somministrando estra-
diolo per via intramuscolare nei topini aveva dimo-
strato un aumento della virulenza del C. neoformans,
e di Konigsbauer [18] che inoculando cortisone sotto
cute in ratti aveva ossetvato un aumento dell’intensita
dellinfezione; anche in alcuni casi clinici riportati in
letteratura [19, 20] & stata osservata una progressione
dell’infezione criptococcica in pazienti sottoposti a
terapia cortisonica. I risultati ottenuti sono invece in
contrasto con quanto ipotizzato, poiché sono risul-
tati negativi gli esami microbiologici e istologici ef-
fettuati sugli organi degli animali cortisonizzati ed
abbattuti al 7, 14¢ ¢ 21° giorno di esperienza, in ac-
cordo del resto con le osservazioni di Louria [21] ¢
pid recentemente di Green [22] che non hanno os-
servato, in seguito a trattamento cortisonico degli
animali, incremento dellz mortalitd e invasivitd del
C. neoformans.

CONCLUSIONT.

E stata confermata la notevole variabilita patogepm
in termini di invasivitd e mortalitd dei vari ceppi di
C. neoformans. Per evitare risposte di difficile inter-
pretazione nel valutare la patogenicitd di un ceppo,
& necessario inoculare dosi elevate sia per via intra-
cercbrale, utilizzabile a2 scopi diagnostici, sia per via
intraperitonale ¢ per via endovena, pit idonee per
studiare i1 decorso dell'infezione. La determinazione
dei parametri ematici risulta di notevole ausilio: con
il C. neoformans si sono evidenziate alterazioni della
funzionalitd renale ed epatica in accordo con i riscon-
tri istologici; pud inoltre confermare I'innocuith di
altre specie.

I risultati insignificanti ottenuti con il trattamento
con il cortisonico suggeriscono di condurre ulteriori
indagini {particolari lince di topi od altri animali ¢fo
altri tractamenti defedanti) per individuare un modello
sperimentale pitt idoneo allo studio del comporta-
menta delle specie non resformans.
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Induzione della trasformazione ifale, uptake ed incorporazione
della N-acetil-D-glucosamina in Candida albicans
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() Istitnte di Micvebiolagia, Uiversiti deghi Studs, Roma,

(b Laboratorie di Malattie Batteriche ¢ Virali, Lstituto Supeviore di Sapiti, Roma

Riassunto. — [2° stata stwdiata la risposia gersrinaliva
di rari reppi di Candida albicans, Fnsi sono siati divisi
in high ¢ low-responders a seconda della capaciti di -
bire la trasformagione ifale in presenya di semplici indut-
tori metabolici (guale la N-acetil- D—glucosamming) (high)
o solo in presenza di siero (low). [ sistemi di nptake @i GleN Ae
(inducibile o costituting) erano  comparabilmente attivi in
tutti & ceppi e non correlavane, quindi, con la rispesta ger-
minativa. Tuttavia, i ceppi ad alta risposta erans capaci
di wtilizgare Linduttore precocemente per ke simtesi poli-
saccaridiche parietali,

Summary (Uptake and Tncorporation of N-acetyl-
D-glucosamine in Candida albicans). ~ The germinative
responsiveness of varions isolates of Candida albicans was
studied. Strains could be divided in high and low--responders
based on their ability to form germ—tubes in the presence of
simple compounds fike N-acetyl-D-glucosammine {GleN Ar)
(high) or only seram (ow).  Despite minor quantilative
differences, the npltake systems (inducible and constitntive) for
GleNAc were comparably active in all sirains.  Flowever,
only high responders strains were capable to direct most
of the incorporated precursor to wall syntbesis rather than
wse it for general cellylar metabolism.

{NTRODUZIONE.

Candida atbicans & un patogeno dimorfo, capace cint
di crescere sin in forma lievito sin in forma miceliare.
Quest’ultima  riveste particolare importanza  nell’in-
vasivitdh di questo microrganismo fungino, intesa cs-
senzialmente come capacitd di opporsi al meccanismi
difensivi naturali dell’ospite [1]. Pertanto, gli studi sul
dimorfismo di €. albicans rivestono un duplice, ri-
levante intercsse:

1) k comprensione di fondamentall mececanismi
marfogenetici;

2) il chiarimento di problemi legati aila patnge-
nicitd ¢ alla virelenza. Uno dei pid semplict ed effi-
caci induttori della transizione lievito-micelio, & la
N-acetil-D-glucosammina (GleNAc¢) (2] ed & staro
ipotizzato che questo composto agisca come specifico

JAttivarore della sintesi di chitina, un polisaccaride che
aumenta notevelmente durante la formazione del tubo
germinativo e nella parete cellulare dell’ifa matura 3]

Bisogna considerare, perd, che €. afbicans, come pure
altri lieviti, pudr utilizzare GleNAe come fonte di
carbonjo per la crescita anche sottoforma lievito o
pscudomiceliare [4]. Quindi il problema cruciale &
quello di capire quale via metabolica della GleNAc
sia specifica della trasformazione ifale, In questa liner
sono stari condotti esperimenti per valurtare:

a) la possibilita che diversi ceppl di €. albicans
rispondesscro in maniera differenziale alla GleNAc,
come pure ad aleri semplici induttori della trasforma-
zione ifale;

#) i meccanismi di uptake della GleNAc in ceppi
con diversa risposta germinativa;

¢) Pincorporazione di GleNAc in diverse frazioni
cellulari durante 1a trasformazione ifale.

MATERTALT B METOIN.

Organitmo e condizioni di crescita. ~ Sono stati utiliz-
zati ceppi di €\ albicans con differenti capacitd germa-
tive. I ceppi BP ¢ A72 sono stati isolati da eampioni
clinici mentre i ceppi CA2, M1, M3 sono stati ottenuti
come varianti resistenti all’echinocandin [5]. Tutti sono
stati identificati con gli usuali criteri tassonomici, ¢
mage enuti in forma lievito a 28°C su terreno solido
dF Winge (0,29 glucosio ¢ 0,3, estrarto di lievito;
zv).

Formagione del tupo germinative. — Blastospore dei di-
versi ceppi cresciute su terreno di Winge liguido erano
raccolte in tase stazionaria, lavate e risnspese ad una
densith finale di 1-2-10% cellule ml in mezzo base
salino  contenente {grl™ ") (NH,), SO, 5; MgSO,
«711,0, 0,2; NaCl; 5; pid uno dei seguenti induttori:

1) sicro di cavallo (STAL, Roma, Twalia) 10 ] (v/v);
2) GleNAc (4 mM) o prolina (50 mM);
3y Glucosio -i- Glutamina (ambedue 2,5 miM).

La formazione del tubo germinativo ¢ lo sviluppo
ifale ¢rano valutati per un periodo di 12 ore dopo
incubazione a 370 C,

Uptake di GieN Ar. - Cellule lievito dei diversi ceppi,
in fase stazionaria di crescita erano lavate e risospesce
ad wvna concentrazione finale di 108 cellule mi™! in
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mezzo base salino ed pre~incubate a 280 C o a 377 C
per 3 ore con o senza GleNAc (5 grl™).

Le cellule erano quindi lavate e risospese in mezzo
base contenente *HGIeNAc (Attivitd specifica: 11Ci
mmoll™1) in un volume finale di 0,2 ml. A diversi
inteevalii di tempo Pincorporazione di GleNAc era
bloccata aggiungendo 5 ml di mezzo base freddo con-
tenente GIcNAc 22 mM e la radioattivith incorporata
n¢l totale cellulare era misurata. Per valutare l'uptake
di GleNAc durante la formazione del tubo germina-
tivo, cellulare del ceppo BP erano indotte da GleNAc
(4 mM) o da prolina (50 mM), a 37°C, in un volume
totale di 50 ml {10° cell mlI™). A intervalli durante Ia
germinazione, colture in doppio erano centrifugate ¢
le cellule risospese in un mezzo base (densitd finale:
5.107 cellule mI™). Essc erano quindi incubate a 370 C
per 2 minuti in presenza di 10 uCi di [3H} GleNAc.
L’incorporazione era bloccata ¢ la radioattivita misu-
rata come precedentemente descritto. L stata anche
valutata Pincorporazione di [*H] GleNAc in singole
frazioni cellulari del ceppo BP di C. afbicans indotto a
formare tubi germinativi a 370 C oppure in crescita
lievitiforme a2 280 C. A rale scopo erano preparate le
frazioni cellulari acido ed alcali-acido insolubile se-
condo quanto descritto altrove [6].

T pesi secchi di queste frazioni come pure del totale
cellulare erano misurati secondo quanto riportato pre-
cedentemente. Le proteine erano determinate secondo
il metodo di Lowry [7].

Determinagione della radioattivita. - 1 materiali cellu-
lari radioattivi erano raccolti su filtri Millipore 0,45 p,
preessicati in stufa prima di essere dissolti in soluzione
di Bray {8]. T materiali erano letti allo scintillatore in
fase liquida Bekman LS 81100, L'efficienza di conteg-
gio era calcolata mediante il rapporto dei duc canali
usando il metodo dello standard esterno,

RisuLTaTI,

Germinabifita dei vari ceppi di C. albicans in differenti
megzi induttivi. — Nelle prove intese a caratterizzare
la capacitd di risposta germinativa all’induzione daz
Glc NAc, in paragone ad altri induttori, diversi ceppi
di C. albicans sono stati sagginti in terreni contenenti
GicNAc, o siero, o prolina o glucasio +- glutamina.
Come risulta dalla Tab, 1, i diversi ceppi di C. albicans
differiscono largamente nella loro risposta agli indut-
torl germinativi. Alcuni, tipo il BP e I'A72 (definiti
high responders) sono in grado di germinare estesa-
mente in presenza di semplici metaboliti quali la GleNAc
"0 la prolina o il glucosio 4 glutamina, Altri, quali
M1 ed M3 (fow—responders), germinano solo in presenza
di terreni complessi come il siero. Infine il ceppo CA2
(non responder) risulta refrattario a qualsiasi induttore.

Come precedentemente osservato [4], cellule del
ceppo BD in fase esponenziale o in fase stazionaria
di crescita in presenza di GleNAc o prolina sono in
grado di dar luogo entro poche ore ad una massiccia
formazione di tubl germinativi che evolvono succes-
sivamente in ife mature con micelio sommerso, Tutti
i ceppi high responders si comportano in maniera sostan-
zialmenre uguale al ceppo BP sia nella cinetica che
nell’entith di germinazione. 1 ceppi fow—responders, in
presenza di GleNAc o di prolina, a 37¢ C danno luogo
ad una crescita in forma pseudomiceliale.

Tabella 1. — Germinabilit di ceppi &/ Candida albicans
in presenza di vari indutiori(a).

Tempo di Formazi 9,) di tubi inativi §
CEPFO germinaxione armazione [%;) ai tubi germinativi in
{ore) OleNAc Pro Gle +Glue Siero

'l’ 80 720 60 50
BP..... c4 4 90 90 90 90
‘L 12 M-+ M4 M4 M4

{ - -
ATL.o o 4 9 T0-80  50-60 90
| 12 M- M- M- M+
0 30

Ml J 4 0 0
| 12 PM PM PM 50

f 0

cAL .. 4 0 0 0
12 oPM OPM O;PM O,PM

(@) Per le condizioni sperimentali adoperate, vedi « Ma-
teriali ¢ Metodi».

Abbreviazioni: GleNA¢ = N-acetil-D-glucosamina;
Pro = Prolina; Gle+Giut = Glutamina (2,5 mM ognuno);
M+ = formazione di micelio sommerso; PM == pseudo-

micelio (morfologia mista),

Uptake di GIeNAc in C. albicans. — Nello studio della
correlazione fra capacitd germinativa e vie metaboliche
di utilizzazione della GlcNAc abbiamo posto prima-
riamente V’attenzione sui meccanismi di uptake di
questo zucchero nei diversi ceppi e in condizioni che
petmettono o meno la formazione del tubo germinativo,
cioé a 37°C ¢ a 280 C, Come precedentemente ripor-
tato [9], la GIcNAc viene assunta dalle cellule con duc
sistemi di uptake, uno inducibile, ad alta affinitd per
il substrato, € uno costitutivo, Tutti i ceppi da noi
esaminati possiedono questi due sistemi di uptake,
indipendentemente dalla loro capacitd di germinarc.
La Fig. 1 mostra che le curve di uptake nei sistemi
inducibili presentano solo piccole differenze di velo-
citd nei tempi iniziali (2-5 minuti) mentre i sistemi co-
stitutivi mostrano pili marcate divergenze nell’'uptake
totale a 15 e 30 min. E interessante notare che Iuptake
costitutivo nei ceppi high responders & pili basso rispetto
all’analogo sistema degli aitri ceppi. I valori dei Km
¢ delle Vmax calcolate per i due sistemi sono risultati
pressacché identici a quelli riportati precedentemente
da altri autori {9). I sistemi di uptake deila GlcNAc
sono stati esaminati anche durante la trasformazione
ifale, a tempi corrispondenti sia allo sviluppo iniziale
(tubo germinativo) che terminale deil'ifa. Per studiare
I'uptake costitutivo della GleNAc, le cellule sono state
indotte a germinare daila prolina, La Tab, 2 mostra
che P'uptake di GlcNAc (sia indotto che costitutivo)
diminuisce regolarmente durante la trasformazione ifale,
specialmente quando esso & calcalato rispetto al peso
secco cellulare. )

Incorporazione di (*H) GINAc in fragioni cellulari
di €. albicans. — B stata anche seguita Vincorporazione
di GlcNAc mareata in frazioni cellulari rappresenta-
tive dei polisaccaridi parietali di C. abicans, in condi-
zioni di competenza o non competenza a germinare.
1 dati della Tab. 3 mostrano chiaramente che la GlcNAc,
in condizioni germinative, & rapidamente ed estesa-
mente incorporata in materiale acido-insolubile (pa-
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Fig. 1. - Curve di uptake nel totale cellulare da porte dei sistemi @ — @ : inducibile ¢ Q—Q: costitutivo della GlcNAc in cep-
pi diversi di €. albicans. E stata usata [*H]-GleNAc (11Cimmol™"} in dose 10uCimll. Per gli altri detragli sperimentali, vedi testo

Tabella 2. — Uptake inigiale di GieNAc a differenti tempi
durante la _formagione di tubi germinativi ¢ la trasforma-
vione ifale in GleNAc (sistema indotto) o proliva (si-
stema costitntivo).

i Uptake inizlate (pmollmlﬁ-ﬁixra'nte 1a ucrmim;lnne in

TEMPO
(ore) GleNA (mg—? (g Pro (mg™! (mg™"
peso aeCco) rroteine) Peso secco) proteine)
O 0,90 1,65 —— —
. 8,74 21,30 0,130 0,45
L 4,73 26,30 g, 100 0,55
8........ 1,6-2,80 18,00 0,035 0,40

E stata usata H-GlcNAc (11 Cimmoli—') in dose 10
wCiml—1,

Tabella 3. ~ Zwcorperagions di GINAc in fragioni cellu-
- dari di C. albicans, ceppo BP, durante i primi tempi

della formagione del inbo germinative in GINAc o
* Prolina.

4 incorporato in

Incotporazione

TEMPO nel totale cellulare aleall
{min} {pmolimg— peso seeco) acido inzolubile acido

— e —— solubile

QleNAc Pro GlcNAc Tra GleNAc
5 aea. 16,1 3,9 22,0 52,8 12,5
15 ..., 22,7 —— 25,0 —_ 10.5
30 ... 21,7 14,7 52,0 84,8 30,4

60 ...... ——— 26,4 _ 98’0 -

E stata adoperate una dose di 50u Ciml—' di *HGlcNAc
(2,94 Cimmole—1).

rietale). Tale incorporazione raggiunge quasi il 100 2
del totale incorporato quando Iinduttore germina-

tivo & la prolina, Larga parte della radioattivitd acido-
insolubile si ritrova a 30-60 min nel componente pa-

rictale alcali-acido insolubile, cioé nel ghost glucano-

chitina |6]. Esperimenti condotti in condizioni non

getkminative (ceppi Jw o mon-responders oppure ceppi

bigh-responders a 250 C) hanno dimostrate una diversa
‘cinetica di distribuzione della radioattivitd incorporata

tra totale cellulare e frazioni acido e alcali-acido-in-
solubile. In particolare, non ¢’ incremento precoce
(15-30 min) deil’incorporazione acido-insolubile.

DiscussionE.

T dati riportati in questo lavoro mostrano che i ceppi
di Candida albicans differiscono significativamente nella
induzione della crisposta germinativa. Relativamente
pochi tra essi (bigh responders) germinano prontamente
ed estesamente in presenza di semplici induttori quali
la prolina e la GleNAc. L’evidenza sperimentale ot-
tenuta &, in generale, in accordo con l'ipotesi di uno
stretto controllo genetico della responsiveness. Alterna-
tivamente, & possibile che la risposta germinativa di-
penda dal raggiungimento, nef corso del cicio celiu-
lare, di un set di proprieta biochimiche e strutturali
favorevoli (compesenga), Pertanto, i ceppi differirebbero
soltanto nel tempo efo nelle condizioni in cui la com-
petenza viene raggiuonta. In favore di uno stringente
controllo genetico della trasformazione ifale parla la
esistenza di varianti agerminative di C. afbicans, ri-
portate saltuariamente in letteratura, ¢ di cui un esem-
pio (la variante CAZ2 resistente all’echinocandin) &
stato descritto in questo lavoro. Mentre non sono
note le ragioni della diversa risposta germinativa dei
vari ceppi alla GIeNAc, 1 nostri dati escludono che
questo possa dipendere da un selettivo efo differen-
ziale uptake alla GlcNAe, Infati, rutti i ceppi in-
cluso il CA2 (non—responder) crescono bene su GlcNAc
come unica fonte di Clenergia e sono in grado di as-
sumere GleNAc con sistemi inducibile e costitutivo
¢ con comparabile efficienza. La GleNAc-chinasi non
sembra quindi un enzima regolativo dell’induzione
germinativa, a conferma di quanto riportato da Shepherd
¢ Coll. [10]. In realtd, nel meccanismo dell’induzione
da GlcNAc sembra pil importante la capacitk del ceppo
di utilizzare questo composto per le sintesi parietali
pit che come fonte energetico/metabolica generale.
Infarti durante la trasformazione ifale ¢’¢ un disaccop-
piamento tra sintesi polisaccaridica e sintesi proteica
ed i ceppi ad alta risposta germinativa sono caratteriz-
zati dalla capacitd di incotporare rapidamente ed estesa-
mente la GIcNAc nel materiale polisaccaridico parietale.
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. Opps, F.C. 1979, Candida and Candidosis. Leicester University Press, Leicester, UK,
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Immunoadiuvanti antitumorali di origine microbica:

limiti nel sistema e nella struttura

Antonto CASSONE
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Riassunto. — Varie strutture microbiche, in particolari
componenti parietali, somo forti attivatori del sistema im-
mure, ¢ cid #e riflette il polere adiupante contre i tumori
sperimentali ¢ clinici. La complessits dei compenenti cel-
Idari e umorali che partecipano afla risposta immune anti-
tumorale ¢ Paliretianto notevole romplessita deile strutinre
wmiicrobiche adinvanti, Impedisce di stabilire modelli d’azione
e di predire in gquailche modo i risnitati, In ogai caso, i com-
ponenti parietali microbici somo prometienti strutture in
grade di modnlare la risposta antitumorale a vantaggio del-
Pospite, mantenendo nn bassirsimo grade di fossicied,

Summary (Antitumor Immunoadiuvants of Microbial
Origin: Limitations Due to their Structure and to
their Action). - Microbial structnres, mostly cell wall
components, are in geweral strong acktivators of the immune

system and this reflects their « adjuvanticity » in the immnne

sirveillance apainst neoplasia.  The complexity of the par-
tecipants, i.e. microbial structures and imniune  effectors,
makes the overall result of the confrontation somewhat nm-
predictable, at the moment. The wse of simple, purified
romponents from bacterial or yeast cell wall represenis a
very promising approach loward fhe wltimate geal which
consists in obtaining a feasible componnd(s) endowed with
strong  therapeutic effectiveness (possibly by acting through
a definite {mmunological mechaniswr) yet maintaining as woeh
the Jowert degree of toxicity as possible,

C¢ ormai un’ampia e divulgata conoscenza che la
risposta immune protettiva antitumorale pud essere
attivamente ed aspecificamente potenziata da un im-
picgo corretto di un microrganismo o di un suo pro-
dotto. Esistono cioé gli immunostimolanti antitumorali
d’origine micrebica. Ben noti esempi di wali immunosti-
molaati sono i1 BGG ed il Corynebacterium parvum,
ma la lista di tali agenti si allunga sempre pid, inclu-
dendo funghi ¢ batteri che, almeno in qualche parti-
colare condizione sperimentale, hanno mostrato di
conferire una certa protezione contro i tumori. Un
elehco appena esemplificativo ¢ mostrato in Tab. 1,
in cul sono rappresentati tutti i grandi gruppi batterici
ed i lieviti. Tale diffusa e peculiare attivitd adiuvante

Tabella 1. — [mmunostimolanti di origine microbica: una
lista appena esemplificativa,

BCG, altri Micohatteri

Cormebacterium parvum ed altri corinebatteri
Nocardie ¢ pareti di queste

Listeria

Enterobatteri

Neisserie

Cocchi Piogeni (in particolare Streptococchi)
Brucelle

Klebsielle

Bacillaceae

Micrococchi

Lattobacilli

Saccharomyces

Candida

Altri lieviti e loro prodotti (glucani)

antitumorale da parte di strutture microbiche va cer-
tamente inquadrata nella constatazione che i micror-
ganismi sono i pit forti e persistenti regolatori eso-
geni del sistema immune. L’ospite superiore ha avuto
una lunga e continua evoluzione con i microrganismi,
adattandosi a difendersi da essi ed & probabile che
questo adattamento ha portato 'equilibrio della ri-
sposta immunitaria in senso favorevole all’ospite, ol-
tre che nella difesa specifica contro gli stessi micror-
ganismi, anche contro altre minacce alla sopravvi-
venza, quali certamente sono i tumori. L'evoluzione
del sistema immune dei vertebrati, 'attacco micro-
bico e la neoplasia progressiva sono immaginabili
come eventi evolutivamente in qualche modo inter-

(7) Questo favoro ¢ dedicato al Prof. Alde Cimmino, nel
giorno del suo commiato da Preside della Facolta di Medicina
di Roma, ed ai Professori Francesco Pocchiari (Direttore del-
I'Tstituto Superiore di Sanita) ¢ Francesco Filadoro (titolare della
il Cattedrs di Microbiologia, Universitd di Roma) che con il
loro impegno ed entusiasmo hanno reso possibile la realizzazio-
ne del « Convegno Interdisciplinare di Microbiclogia Medica n.
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connessi [1]. B una caratteristica di tutti gli agent
immunomodificatori, una caratteristica che diventa piis
spiccata per gli immunostimolanti microbici, una curva
dose-risposta di tipo «trapezoidale » (dosi efficaci -
alte dosi meno efficaci o addirittura dannose {2]). Un
immunostimolante microbico pud avere percid ef-
fetti negativi (enhancement del tumore, ad esempio)
gquando venga usato in eccessiva quantitd o con proto-
colli errati di trattamento in rapporto al challenge
tumorale. Di qui Pesperienza comune, sia sperimentale
che clinica, di una qualche imprevedibilitd deil'uso
degli adiuvanti microbici. Anche se non & possibile
individuare tutti i punti e le ragioni di questa impre-
vedibilitd, una certamente & fondamentale ed ¢ la
complessitd dei rapporti tra i contendenti (cio il tu-
more, il sistema immune ed il microrganismo) che si
vengono ad instaurare, In Fig. 1 & schematizzata ar-
tigianalmente ¢ senza particolari pretese di precisione
la situazione del confronto. E una pattita a pi gio-
catori, tutti assai complessi, In particolare, & complesso
il sistema immune con i suoi vari effettori umorali
¢ cellulari, con la sua rete di meccanismi di intera-
zioni positive ¢ negative, di vari feedbacks, per cui
I'effetto finale sard una sommatoria algebrica di di-
-verse e, in teoria, anche opposte attivitd immunolo-
giche, percid anche fortemente imprevedibile all’atto
sperimentale. La vera natura ¢ la distinta partecipa-
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Fic. 1. - Rapporti vicendevoli tumore-ospite, con mediazione
del sistema immune e stimolazione da adiuvante microbico

zione dei vari effettori immunologici alla stimola-
zione da parte dell’immunocadiuvante microbico, non
sono note, una situazione che rispecchia fedelmente
Pincertezza sui meccanismi immunologici che «cof
trollano » la crescita neoplastica.

Negli ultimi anni Penfasi & stata posta su due mag-
giori tipi cellulari dell'immunitd cosiddetta naturale ¢
ciot il macrofago attivato ed il linfocita natural killer,
entrambi apparentemente mediati dal sistema inter-
feronico {3}. In realtd, il tentativo di attribuire I'atti-
vitd antitumorale degli adiuvanti microbici quasi to-
talmente a stimolazione di questi due effettori sembra
una grossolana sopraesemplificazione. In molti mo-
delli sperimentali la mediazione da parte del sistema
T-dipendente costituisce un fattore decisivo nell’azione
adiuvante, come dimostrato con Candida [4].

Da microbiologo vorrei, perd, puntare I'attenzione
sull’aspetto microbiologico della complessitda ¢ ten-
tare di portarla in termini pit semplici. L'identifica-
zione dei componenti attivi degli adiuvanti microbici,
le lore modifiche mirate e lo sviluppo di analoghi sin-
tetici sono i pi imporrant obiettivi in questo settore.
In particolare, essi possono portare alla preparazione
di composti chimicamente capaci di mantenere gli
effetti terapeutici ed esserc meno tossici dei costi-
tuenti macromolecolari di partenza, Tuttavia, Je pos-
sibilitd ed i lmiti attuali di questa strategia sono ve-
nuti chiaramente a galla nei due esempi che vado ad
lilustrare scelti fra numerosi alri. 1l primo & quello
del BCG-muramyl dipeptide, scelto per la sua impor-
tanza, per cosi dire, « storica »; Paltro, quello di « Can-
dida—glucano » sceito perché & un esempio su cui noi
stessi abbiamo lavorato.

Sin dalle prime dimostrazioni dell’efficacia immuno-
adiuvante antitumorale del BCG in modelli speri-
mentali, alcuni ricercatoti tentarono di identificare i
componenti attivi del microrganismo, e fu subito evi-
dente che responsabili degli effetti adiuvanti antitu-
morali erano sostanze contenute nella parete cellulare
del micobatterio. La patete cellulare dei micobatteri
€ struttura assai complessa, pil di una ordinaria parete
gram—positiva ed & schematicamente riportata in Tab. 2.

Si tratta di un complesso glico-peptido-lipidico.
In particolare si distinguono due stratificazioni: una
orizzontale interna che altro non & che il classica peps/-

Tabella 2. — Schema esemp.ificative della struitura parietale del BCG.

A micolico

A micolico

[
Arag Galg — Ar:L Galg - Aras Galp — Ara; Guls — Arag Galy — Aras Galz —

O= L—OH
s

!

GleNAc - MurNglye
Alanina
Glutamina

A, diaminopimelico

Alanina

!
O =P-OP

GlcNAc —l MurNglyc
Alanina
Glutamina
A, diaminopimelico
Alanina

In questo schema (mutuato da Chedid [5] V'intera struttura costituisce la cera D, un frammento verticale costituito da
Aray Gal, e peptide legati da un fosfato @ Padiyvante idrosolubile WSA ed il frammento MurNglyc-L-alaninra e D-glutamina
2 il muramil dipeptide. Ars = arabinosio; Qdl = galattosio; GlcNAc == N-acetil-D-glucosamina; MurNglyc == N-acetil muramile



doglicane, 1'asse parietale portante di ogni parete bat-
terica, e di un’altra stratificazione esterna costituita
da un polimero di arabine-galactano con catenc laterali
periodiche esterne di acido micolico, un peculiare
acido grasso a lunga catena, x-idrossilato, -insaturo.
Punto di contatto tra le due stratificazioni & un ra-
dicale fosfatico che lega un muramile di una catena
interna ad un arabinoso della catena esterna, Questa
interessante struttura & assolutamente unica della pa-
rete dei micobatteri. « Verticalmente », invece, dalla
parete possiamo isolare, attaccandola con enzimi e
solventi, tre strutture di fondamentale interesse im-
munologico. Una & la cosiddetta cera D che contienc
un frammento di tutti i componenti prima descritti,
Paltra & una parte idrosolubile della cera costituita
dal dimero fosforilato di arabinogalactano (WSA) ed,
infine, ta pitt semplice struttura finora identificata ad
azione adiuvante e cio& il muramyl dipeptide, costituita
ciotg da N-acetyl-muramyl-L-alanyl-D-isoglutamina
(MDP). Questo muramyl-dipeptide & stato anche sin-
tetizzato e si son potuti preparare vari analoghi pil
o meno complessi, La possibilita di comparare strut-
ture man mano piu semplici per i loro efferti immuno-
logici ¢ diventata cosi possibile ¢ numerosi lavori
sono recenfemente apparsi le cui conclusioni per il
momento suggeriscono due fondamentali possibilita:

1} anche la pit semplice struttura e cioé il muramyl-
dipeptide ha un range diversificato di effetti immuno-
logici: favorisce ad es. I'induzione di DTH agli azo-
benzenarsonati ¢ la risposta anticorpale ad antigeni
proteici sotto forma di varie risposte umorali. Una
semplificazione ecccessiva fa perdere le risposte cel-
lulo-mediate che invece danno sia la parete cellulare
intera, che la cera D ed, in parte, il WSA, In particolare
si perde il potenziale adiuvante antitumorale. Questo
perd pud essere riguadagnato, almeno per alcuni mo-
delli tumorali, complicando un pochino la struttura
del’MDP, aggiungendo ad esempio un radicale mico-
lico o quinolinico (come dimostrato dal gruppo di
Azuma in Giappone) [6]. In entrambi i casi, sembra
che una certa complicazione molecolare, ed in parti-
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colare la lipofilicith della molecola ottenuta attaccando
acido micolico o derivati grassi dell’'ubochinone sia
impottante nell’attivare la branca della risposta im-
mune in senso anti-turnorzle,

Sia pure con le dovute ed importanti differenze, a
conclusioni in qualche modo simili siamo noi stessi
arrivati nello studio degli effetti adiuvanti antitumorali
dei lieviti, in patticolare di C. albicans. Anche questo
microrganismo ha una parete cellulare ed una strut-
tura patietale complessa, sia pure con componenti
chimici assai diversi (Fig. 2). L'area parietale pit in-
terna ¢ rappresentata da una matrice fibrosa costi-
tuita essenzialmente da B-glucano, la cosiddetta cel-
lulosa dei lieviti, un polimero altamente insolubile
di poli-B 1,3-1,6 D-glucosio, associata con proteine
ad una parte esterna costituita da mannano, un poli-
mero del mannosio, anche esso complessato con pro-
teine tramite la N-acetil-glucosamina, la serina ¢ la
treonina. FEsistono, inoltre, vari tipi di glucani solu-
bili in ambiente acidofalcalino e di diversa confor-
mazione molecolare, in particolare a diversa ramifica-
zione e rapporti di legami $-1,3/8-1,6, la cui localiz-
zazione nella parete non & stata ben documentata [7].

MODELLO IPOTETICO DELLA PARETE CELLULARE
Ol LEVITO

L 29 XS e
A N N

] - - 1 -
NG U I U PROTEINA

N "

6-0--00
/}#’ o O i}:( ):(DQD

GLUCAND
M—S}M‘ {mannaro]
O O o FROTEINA
MEMBRANA
CITOPLASMATICA
Fig. 2. - Struttura schematica della parete cellulare di

Candida albicans

Tabella 3. — Confronto dell’effcacia antitumorale di cellule intere e frazioni parietali di Candida albicans we/ modelio

sperimentale LSTRA|CD2F1,

Animali non trattati con BCNU (f)

Animali trattatl con BCNU

TIPC D! IMMUNOADIUVANTE

® MST (¢} LTBS,'o(d) P (o) MST I;',"I;S P
NESSUND v v v v vrrrrnncnnrsonanan 8,0 0 J— 15 0,0 —
Cellule intere.......cvovvieeans 11,0 O < 0,05 > 60 50,0 < 0,01
MEDRANO .« e ee et ienananras 8,0 0 ~0,05 16 0,0 > 0,05
Glucano-proteina ........o... ... 8,5 0 0,05 16 0,0 >0,05
Ghosts parietali di glucano ...... 11,0 0 < 0,05 25 14,3 < 0,01

(@) Il LSTRA & un linfoma murino istocompatibile nel topo CD2F1 (Balbjc X DBA/2) F1 (H2e-H24).
(b) Per la preparazione, I'isolamento e Ia purificazione delle frazioni, vedi Ref. (8, 9, 10).

(¢) Tempo di sopravvivenza mediana (espresso in giorni).

.t (d) Percentuale di sopravvissuti a lungo termine (3 60 giorni). _
(¢) Probabilitd calcolata secondo il test non—parametrico di Mann~Whitney (U-test).

(f) Bis—chloroetil-nitroso-urea, un chemioterapico antiblastico somministrato per via i p, in dose di 18 mg Kg, &l giorno
+5 rispetto a! challenge tumortale (giorno 0, 10 cellule LSTRA) ed all'inoculazione di immunoadiuvante (i giorni 14, +1, i p).
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C. albicans ¢ le sue pareti cellulari sono forti immuno-
adiuvanti in modelli leucemici sperimentali, in par-
ticolare quando siano opportunamente combinati con
alcuni chemioterapici [4, 8, 9]. I nostri tentativi di
caratterizzare i componenti parictali cui attribuire gli
effetti antitumorali, quantunque non abbiano portato
ad un grado di purezza molecolare del tipo di quella
delle pareti dei micobatteri, hanno permesso di in-
dividuare un componente attivo antitumorale nel glu-
cano-insolubile fortemente polimerizzato ed hanno
escluso che i complessi manno-proteici siano dotati
di tale attivith, anche se essi possono modulate Ief-
fetto antitumorale di cellule intere. In una qualche
armonia con quanto dimostrato sopra a proposito
dell’MDP, & stato anche dimostrato che una certa

complessita molecolare sembra essenziale per ['effetto
antitumorale in quanto tutti { glucani a basse peso
molecolare otteputi dalla parcte cellulare in forma sg-
lubile sono privi di qualsiasi effetto  antitumotle
(Tab, 3) 9, 10).

Non mi sembra sia il caso di trarre conclusioni ge-
nerali dai pochi esempi sullattivitd adiuvante antitu-
morale delle strutture microbiche di cui ho parlato in
questa comunicazione. S8i pud solo concludere di-
cendo che i microrganismi con le loro peculiari strut-
ture biochimiche, ancora una volta costituiscono una
sorgente di stimolanti ed attraenti studi biologici
questa volta finalizzati alla risoluzione di uno dei
fondamentali problemi della medicina moderna, quello
del controllo della crescita tumorale.

10.

. Cassonr, A., Marcont, P., Bistong, F., Mattia, E., Searacria, G., Garact, E. & Bonsassar, E.
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Riassunto. - I Jeviti ¢ i loro componenti sone in grado
di interferire con il sistensa immnne modwlandone le funzioni.
Gli aspetii pin interessanti di questa interagione somo rap-
presentati dar 1) potengiamento dell’atiivits  fagocitaria;
2Y attivagione di risposte naturalt antitumorali; 3) anmento
delle risposte T-dipendenti, In particolare, Candida albi-
cans ¢ /n grade di aumentare le resistenge antitumorali in
wodelli murini ¢ questo effetio viene amplificato da idonei
tratiamenti chemoterapici. In conclusione, Uevidenga fin gui
accamulata rende inferessanti sfteriori studi volti a definire
le stratture chimiche di Jievito capaci di promunovere effesti
Lmmiesoregolatory,

Summary (Antitumor Immunoadiuvant Activity and
Immunoregulatory Mechanisms of Yeast Cells and
their Components). — Yearts and their componenis are
able lo modulate several aspects and responises of the immune
system.  These include: 1) posentiation of phagocytosis;
2) induction of antitumor natural respenses; 3) potentiation
of T'-dependent arms of the immune system. fn particalar,
Candidz albicans & capable fo enbance the antitumor host
resistance in several mutring models, this effect being further
angmiented by combination with switable chemotherapentic

- drigs,  In conclusion, the evidence which has so far been
accumulated sugpests that further siudies aimed at defining
chemical stractures of yeast cells responsible of definite immauno-
regulating properties may have [mportant applications.

INTRODUZIONE,

Numerosi studi hanno dimostrato la presenza di
una immunitd specifica verso tumori indotti da carci-
nogeni chimici, virus oncogeni e verso alcuni tumori
sperimentali [1]. Accanto a questa immuniti specifica
sono stati descritti subset ccllulari citotossici verso
tumori non antigenici considerati parte di un sistema
di resistenze naturali [2, 3] I risultati di questi studi
hanno suggerito che una serie di meccanismi effet-
tori immunologici possanc ostacolare lo sviluppo dei,
tumori e la diffusione delle metastasi [4].

Sg da un lato c’¢ la possibilitd che il sistema immune
esbrciti un efficace controllo sulla progressione del
tumore, dall’altro ¢ frequente [a dimostrazione, nei
pazienti neoplastici, della depressione di alcune fun-

zioni immuni in relazione alla crescita del tumore stesso
ejo alla chemioterapia antitumorale [5]. Tutto ¢id ha
suggerito che il recupero dallo stato di depressione
¢ (0) il potenziamento delle funzioni del sistema im-
mune possano contribuire all’arresto della crescita neo-
plastica [6]. Per raggiungere questo obbiettivo sono
state condotte una serie di ricerche per lo studio di
sostanze od agenti microbici in grado di stimolare
il sistema immune [7]. Tra questi il primo in ordine
di tempo & stato lo zimosan (pareti di cellule di lie-
vito) [8], seguito poi dal Bacillo di Calmette Guerin
(BCG) [9] e dal Corinebacterium parvum (CP) [10].

I risultati ottenuti in sistemi sperimentali e soprat-
tutto la capacitd di inibire la crescita dei tumori negli
animali da parte dello zimosan [11], del BCG [12] ¢
del CP [13], hanno portato ad una diretta applicazione
clinica di questi agenti microbici, in particolare del
BCG [14-16]). Tuttavia, il tentativo di stimoclare aspe-
cificamente le difese immunologiche nell’uomo me-
dianite <uesti germi & stata fino ad ora deludente per
le scguenti ragioni: 2) effetti tossici sistemici talvolta
gravi {17-20]; #) mancanza di conoscenze biologiche
ed immunclogiche di base sulla complessa interazione
microrganismo—sistema immune [21]; ¢) impossibi-
lita di stabilire dose e tempi e vie ottimali di sommi-
nistrazione di tali agenti, in relazione soprattutto alle
terapie antiblastiche, al numerc di cellule tumorali
presente nell'ospite e agli effetti immunosoppressivi
talvolta conseguenti la loto somministrazione. Da que-
ste considerazioni, consegue la necessitd che una ap-
plicazione clinica degli immunoadiuvanti microbici (1A)
debba partire da uno studio di base che: 1) scomponga
la complessita strutturale del germe permettendo cosl
la utilizzazione di componenti purificati; 2) caratte-
tizzi 1 processi attraverso i quali queste sostanze po-
tenziano il sistema immune,

Per quanto riguarda i lieviti, solo in questi ultimi
anni sono stati raccolti dati spetimentali sulla attivita
antitumorale della Candida albicans [22, 23] dello sche-
letro di glucano della C. albicans [24] e del glucano a
basso peso molecolare di Saccharomyces cerevisiae [25].
I risultati di questa relazione suggeriscono che i lie-
viti possono essere importanti per uno studio appro-
fondito sulla interazione tra agenti immunomodula-
tori ¢ sistema immurne,
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TERMINOLOGIA E DEFINIZIONL,

1 risultati discussi in questa relazione riguardano
prevalentemente la C. albicans (CA), il Saccharomyces
cerevisiae (SC) ed alcune loro frazioni cellulari ottenute
mediante trattamenti chimici. La CA & un fungo di-
motfico. Negli studi di immunoadiuvanza antitumo-
rale sono stati usati germi isolati da campioni umani
[22, 23] fatti crescere in fase lievitiforme pura [22]
ed inattivati mediante sodio mertiolato o calore |22, 23].
SC & un fungo non dimorfico, che cresce in fase lievi-
tiforme. Le preparazioni ottenute dalle cellule intere
studiate sono: lo zimosan e due tipi di glucano. Lo
zimosan & una frazione della parete del fungo costi-
tuita da proteine, lipidi, polisaccaridi complessi come
mannano e glucano [26]. 1I glucano & un polimero
de! glucosio costituito da residui di D-glucosio legati
in posizione -1,6 con ramificazioni laterali $-1,3.
Esso rappresenta la parte interna della parete dei mi-
ceti, mentre all’esterno & presente prevalentemente
mannano [27]. I due tipi di glicano fino ad ora stu-
diati differiscono profondamente per tecnica di estra-
zione ¢ prodotto finale. Essi sono:

1) scheletri di glucano (SG) risultanti dalla dra-
stica estrazione con acido e alcool, che mantengono
ancora la forma della cellula originaria [24];

2) glucano a basso peso molecolare (GBPM) (PM
6.500, legami 8-1,3) risultato dalla degradazione chi-
mica della rigida struttura della parete [28].

STIMOLAZIONE DEL $ISTEMA LINFORETICOLOENDOTELIALE.

Una singola inoculazione iv, di CA nei topi, pro-
voca la proliferazione di clementi linfoistiocitici e
quindi una transitoria splenc ed epatomegalia. Questo
fenomeno & dipendente dal numero di CA inoculate
[29]. In particolare, le cellule di Kupffer completano
la fagocitosi della CA entro 30 minuti dalla inocula-
zione iv. Dopo 4 giorni dalla inoculazione i.v., nel
fegato compare una reazione granulomatosa con nu-
merosi linfociti che circondano i fori di granulazione
[30, 31]. Solo un’alta dose di cellule di CA (15 mg/topo)
inoculata s.c. provoca una forte reazione granuloma-
tosa caratterizzata dalla presenza di materiale fibroso
ai bordi del tessuto di granulazione ¢ di numerosi
macrofagi e leucociti polimotfonucleati. Tuttavia a
differenza della inoculazione della CA iwv., gli organi
del sistema reticoloendoteliale (SRE) non subiscono
cambiamenti [32]. Infine, la inoculazione intradermica
di CA nei topi non induce una tipica reazione inflam-
matoria con formazione di granulomi: infatti, l]a zona
di reazione & circondata da istiociti, ma non da cellule
giganti. Nei topi vaccinati con CA, gli effetti infiam-
matori della successiva inoculazione intradermica non
differiscono da quelli nei topi non vaccinati. 1l feno-
meno inflammatorio dopo inoculazione di CA id.
si manifesta, anche se gli animali sono stati preceden-
temente timectonizzati o irradiati [33]. Anche le pareti
di CA ed i complessi polisaccaride-proteina estratti
dalle cellule, inoculati i.v., inducono una forte iper-
plasia del SRE come dimostrato dalla aumentata
clearance di materiale particolato. Hl complesso poli-
saccaride—proteina aumenta I'attivitd fagocitica del SRE
anche dopo inoculazione ip. [29].

Anche lo zimosan inoculato i.v. & capace di provo-
care liperplasia del SRE, suggerendo che il responsa-
bile della iperplasia & un componente della parete ¢elle
cellule del lievito [8]. Infatti, nel topo pareti isolate
di cellule di CA inoculate i.v. provocano una reazionc
granulomatosa paragonabile a quella indotta da cel-
lule intere di CA [30, 31]. Inoltre, se inoculate s.c.
ad alta concentrazione, le pareti di CA inducono una
reazione granulomatosa identica a quella provocata
da cellule intere [33]. Ulteriori studi, infine, hanno di-
mostrato che il glucano insolubile della parete & il
responsabile della intensa stimolazione del SRE [28, 34].
Ripetute inoculazioni i.v. di GBPM provocano infatti
la iperplasia della milza, del fegato ¢ dei polmoni [35].
Dopo la localizzazione nelle cellule epatiche, il glu-
cano induce una reazione granulomatosa con iperpla-
sia ed ipertrofia dei macrofagi residenti. 1l fenomeno
infiammatotio si mantienc per diverse settimane ed &
probabilmente dovuto alla prolungata persistenza di
glucano (circa 90 giorni), solo parzialmente degradato
allinterno dei fagociti: infatti, il legame B-glicosidico
dei residui di glucosio che formano la struttura glu-
canica & un punto di difficile degradazione per gli
enzimi dei fagociti [30, 31, 36). La risposta prolifera-
tiva dei macrofagi del SRE dope somministrazione
i.v. di GBPM & accompagnata da attivazione fagocitica
di queste cellule [36-39]: infatti, nel topo aumenta
nettamente la clearance di materiale particolato [38].
Inoitre, il GBPM provoca un’aumentata produzione
di macrofagi e granulociti, probabilmente attravetso
la inctementata liberazione di colony stimolating activity,
da parte dei macrofagi attivati dal glucano [40].

STIMOLAZIONE DEL SISTEMA IMMUNE,

A) Tmmunita wmorale, ~ Pochi dati sono noti sulle
capacitd dei lieviti di potenziare le risposte immuni
umorali. E di interesse il fatto che la CA si trova nor-
malmente nella flora microbica delle mucose dello
uomo e degli animali ¢ che a causa di cid induce nor-
malmente la formazione di bassi livelli di anticorpi
verso gli antigeni di superficie mannanici [41, 42].
La CA inoltre incrementa debolmente nel topo la ri-
sposta primaria verso globuli tossi di montone, men-
tre incrementza la risposta verso la anatossina te-
tanica [Marconi ef 4/, dati non pubblicati], Lo zi-
tnosan, invece, aumenta nettamente, nel ratto, la pro-
duzione di emolisine [43], mentre il glucano solo in
determinate condizioni sperimentali stimola le rispo-
ste immuni umorali [44, 45].

B) Immunita cellulare, — La CA & un comune abitante
delle membrane mucose defl’vomo [46]. Come con-
seguenza della colonizzarione ¢ della persistenza nel
tratto alimentare ¢ mediante infezioni mucocutanee
subcliniche [47] provoca una 'stato di ipersensibilita
nella maggior parte delle persone adulte {48] con casi-
stiche di positivita che vanno dal 639, in pazienti
ospedalizzati [49] al 955, in persone sane [50]. Jv
vitro, inoltre, un estratto di CA provoca la blastizza-
zione di linfociti nel 1009, delle persone sane [51].
La persistenza di CA nelle mucose di altre specic
anitali & probabilmente [a causa della presenza di uma
ipersensibilitd ritardata in assenza di stimolazioni spe-

-rimentali {46, 52, 53]. Infatti, a differenza di topi



germ-free, topi normali dopo inoculazione se. di
antigeni della CA hanno una risposta positiva cutanea
di ipersensibilita di tipo ritardato [52, 53]. Nelle cavie
non trattate, la reazione di ipersensibilitd cutanca ri-
tardata verso la CA & ancora pil vistosa che nei topi
[23]. Anche pareti di CA inoculate in topi e ratti, pro-
vocano una reazione di ipersensibilitd ritardata. Nei
ratti germ—free la reazione € assente, a meno che gl
animali non siano stati precedentemente infettati con
CA viva [53]. La sensibilizzazione verso la CA aumenta
se gli animali vengono vaccinati con cellule intere o
pareti di CA, mentre materiaie cellulare non parti-
colato risulta ineflicace [34]. Negli animali vaccinati,
la inoculazione s.c. di un estratto di CA, provoca una
reazione ritardata (24-48 h), molto pib vistosa rispetto
aglt aninali di controllo non pretrattati. Nel punto di
inoculazione della CA, ¢’@ un’intensa reazione gra-
nulocitica ¢ pit perifericamente una risposta granulo-
citica ¢ mononucleare [53, 54). A conferpa della pre-
senza di uno stato di sensibilizzazione verso la CA,
i linfociti di ratti normali, ma non quelli da ratti gesm-
free, hanno una forte risposta blastogenica s #étro
verso lestratto di CA [55]. Infine, i linfociti o il loro
RNA immune, provenienti da animali ripetutamente
stimolati con CA inattivata sono in grado di trasferire
la ipersensibilitd ritardata verso la CA negli animali
normali o gerse-free 154, 58].

C) Resistenga alle infezioni. — 1l pretrattamento di topi
con CA inattivata protegge gli animali da una succes-
siva dose letale di CA [57-60). Anche il pretrattamento
con glucano aumenta la resistenza verso linfezione
con CA [61]). La resistenza indotta da glucano (com-
ponente non antigenico) [62], non & dovuta ad una
reazione crociata con antigeni superficiali della CA,
ma piuttosto ad una intensa stimolazione del SRE,
Questa ipotesi ¢ valida sia per Ia resistenza verso lin-
fezione da CA che verso le infezioni da Sperotricham
schenckii [63], Criptococcns neoformans, Micobacterinm leprac
[64) ¢ 5. awress [65]. Infine il glucano somministrato
i.v. aumenta notevolmente il livello di lisozima se-
rico [65].

D) Alzre proprietd. — La CA stimola i vétre la chemio-
tassi leucocitaria, attraverso attivazione della via al-
ternativa del complemento {C') [66-68). Anche lo zi-
mosan genera fattori chemiotattici dal C a differenza
del glucano che non ha attivitd chemiotattica.

1l mannano superficiale della CA provoca una netta
migrazione leucocitica iz vitre in presenza di C’, sug-
gerendo quindi che la struttura responsabile per la
chemiotassi indotta dalla CA intera possa essere il
mannano superficiale oppure qualche gluco-manno-
proteina di parete [69). Alri risultati invece, indicano
che la CA stessa producc in coltura (¢ quindi proba-
bilmente anche i# #ivo) una sostanza a basso peso mo-
lecolare con attivitd chemiotattica per i polimorfo-
nucleati di cavia. Il fenomeno avvienc.anche in as-
senza di C’, quindi non & mediato da prodotti chemio-
tattici generati dall’attivazione del C [70].

CONTROLLO DELLA CRESCITA DEI TUMORI SPERIMENTALL.

ot AY Immunoprofilassi. - La CA & in grado di curare
un’alta percentuale di topi MHL-incompatibili (BD2F,)
inoculati i.p. con il linfoma LSTRA (tumore indotto
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dal virus di Moloncy), quando somministrata i.p.
ptima e dopo il tumore. La resistcnza indotta & spe-
cifica in quanto gli animali curati resistono poi ad
una successiva challange con o stesso tumore [22].
tnoltee, Ta CA sempre somministrata i.p. inibisce in
topi compatibili la crescita sottocutanca di tumori
indotti dal virus defla leucemia di Friend [71].

11 8G, mmoculato solo prima del tumore, mentre
aumenta la resistenza in topi incompatibii verso il
linfoma LSTRA ]24], non influcnza la crescita di tu-
mori indotti dal virus della leucemia di Priend [71].
Invece il GBPM somministrato ai ratti per vin siste-
mica (sistema semiallogenico) cura un'atta pereentuale
di animali successivamente inoculati s.c. con la leu-
cemia miclogenica Shay, Anche in quesio caso gl
animali curati resistono ad una successiva inocula-
zione dello stesso tumore [25].

B) Immmoterapia Jocale, - CA inoculata nel dermia
di cavie assicme a dosi letali di cellule di epatoma della
linea 10 (epatocarcinoma indotto da dictilnitrosamina)
sopprime la crescita del tumore in un’alta percentuale
di animali. Inoltre, ripetute inoculazioni intratumorali
di CA inducono la regressione dell’epatoma at 7»-100
giorno di crescita, quande gid le metastasi hanno in-
vaso 1 linfonodi regionali. Nel punto di inoculazione,
la CA provoca una debole ulcerazione suppurativa,
Gli animali, dopo Ia regressione del tumore sono
specificamente resistenti ad un successivo incculo dello
stesso tumore in un punto diverso da quello della
remissione {23]. Invece la CA, quando vienc tnocu-
lata ip. o iv. in topi incompatibili assieme al linfoma
LSTRA non & in grado di controllare ia crescita di
questo tumore [Marconi ct al, dati non pubblicati].

1 GBPM, inocutato nei ratti s.c. assieme a dosi
letali del tumote miclogenico Shay, ne inibisce la
crescita, Durante le prime 12 h, nel punte di inocula-
ztone del GBPM nel tumore, ¢’& un notevole accu-
mulo di macrofagi [72]. Risultati negativi invece sono
stati ottenuti quando il GBPM & stato inoculato s.c.
assieme a 5 diversi tumori (carcinoma epatocellulare,
fibrosarcoma, melanoma ed adenocarcinoma) in  si-
stemi murini compatibili [73]. In questi esperiment,
comungque, sono state usate dosi di glucano superiori
a quelle utilizzate con il tumore di Shay nel sistemaa
semiallogenico.

C) fwmmunaterapia sistemica. - 11 GBPM inoculato ri-
petate volte per via endovenosa in ratti con il tumore
mielogenico Shay sistemico, cura un’alta percentuale
di animali. Il tumore continua a svilupparsi durante
il trattamento con it GBPM per circa 8 giorni, poi
regredisce completamente. Gli stessi risultati protet-
tivi si ottengono quando il tumore viene inoculato
s.c. ed il GBPM iv. Invece lattivitd antitumorale
scompare s¢ il GBPM viene dato s.c. in un punto di-
verso dalla crescita del tumore [72]. In sistemi compati-
bili, tumore-ospite, il GBPM inoculato i.v. riduce Ia
crescita sottocutanea delPadenocarcinoma BW10232 ¢
del melanoma B 16 [25]. In altri sistemi sperimentali,
inveee, il GBPM inoculato i.p. non ritarda la crescita
di 5 diversi tumorl inoculati s.c. in ospiti singeneci [73].

1l mannano estratto da CA inoculato scrialmente
Lp. od iv. ritarda la crescita sottocutanca del sat-
coma 180. la frazione glucomannanica & pit efficace
della frazione mannanica. 1l mannano, mentte ino-
culato i.p, non & tossico, lo diviene quundo inoculato
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iv. [74]. La tossicitd scomparc quando il mannano
viene trasformato nel suo derivato O-carbosimetilico,
mentre viene mantenuta ['attivitd antitugporale [75].

D) Associagione con la chemioterapia. - Fino ad ora
si conoscona i risultati solo di un modello sperimentale
(linfoma LSTRA inoculato in tempi compatibili CD2I;)
in cui la CA o il SG sono stati inoculati in combina-
zione con la chemioterapia antiblastica. In questo si-
stema la CA potenzia [attivita antitumorale delle nitro-
sourec, In ogni caso il sincrgismo dipende dallo schema
di somministrazione della CA ¢ dalla via di inocula-
zione del tumore; infatti un’alta percentuale di ani-
mali viene curata solo quando la CA viene inoculata
i.p. prima ¢ dopo il tumore sempre i.p. Tuttavia, ef-
fetto antitumorale scompare se il linfoma viene ino-
culato iv. [22]. L’attivitd della CA & evidente anche
se la prima inoculazione viene fatta in una sede diversa
(s.c. 0 i.v.) da quella della successiva inoculazione del
tumore (i.p.), a condizione che la seconda dose (beasting)
venga fatta Lp. (sede di crescita del tumore). Poiché
il linfoma LSTRA metastatizza entro poche ore dalla
inoculazione i.p., la CA nella cavitd peritoneale ¢ in
grado di attivare una risposta sistemica che, in combi-
nazione con la chemioterapia, eradica il tumore (alta
percentuale di animali curati) [76]. In questo sistema
sperimentale la CA attiva una risposta verso il tumore
che cresce nel peritoneo, in grado di inibire la crescita
di una dose letale di linfoma concomitante inoculata
i.v. neflo stesso animale. Questo fenomeno di indu-
zione di resistenza sistemica & dipendente anche dal
numero di cellule tumorali presenti nel peritoneo al
momento della seconda dose di CA, suggerendo la
necessitd di un sufficiente carico antigenico (numero
di cetlule tumoral adeguato) per la specifica sensibi-
lizzazione dell’ospite verso il tumore [77]. L’attivith
antitumorale della CA scompare negli animali irra-
diati (400R) o nei topi congenitamente atimici [78].
Il 3G potenzia I’attivitd antitumorale della chemiote-
rapia anche se inoculato una volta sola prima del tu-
more [24]. I! mannano solubile o il glucano estraibile
dalla parete di CA invece non sinergizzano con la
chemioterapia antiblastica [79].

E) Moede di agione, — Macrofagi provenienti da topi
trattati in CA i.p. hanno attivita citostatica [78] e cito-
tossica [23] contro linee tumorali én witre. Numerosi
dati indicano che i macrofagi possono essere le cel-
lule effettrici fondamentali della resistenza antitumo-
rale indotta in vive dal GBPM. Infatti: 4) la regressione
del tumore sottocutanco BW 10232 (carcinoma mam-
mario) dopo ripetute somministrazioni di GBPM &
accompagnata da un concomitante accumulo di macro-
fagi nella sede del tumore. Il metilpalmitato (inibitore
della funzione macrofagica) abolisce la attivitd anti-
tumorale del glucano [34]; #) il pretrattamento dei
topi C57BL/6H con GBPM, z2umenta la clearance pol-
monare di cellule singeniche, del melanoma B 16.
Il numero di metastasi polmonari & correlabile con
Pattivitd di clearance ed & ridotto significativamente
negli animali trattati con GBPM [80]; ¢} macrofagi prove-
nienti da topi trattati con GBPM sono estremamente
citotossici in vitre verso diverse linee di cellule tumo-
rali [81]; 4) macrofagi peritoneali provenienti da ratti
trattati con GBPM, inoculati s.c. assieme al tumore
Shay, ne inibisconn significativamente la crescita an-
che nel rapporto 1:1 macrofago/celiula tumorale [82].

It GBPM potenzia lattivitd antitumorale dei macro-
fagi anche attraverso 'aumento di una proteina serica,
una o,-macroglobulina (HRF). Sembra che questa pgi»
teina, assorbendosi sulle cellule tumorali, intensifichi
la capacita citocida dei macrofagi attivati. Inoltre,
PHRF & fortemente chemiotattica e, in alcuni modelli
sperimentali, inibisce la crescita di tumori primari ¢
metastatici [83]. 1l livello di lisozima serico parallela
il numero ¢ il grado di attivazione macrofagica GBPM
indotta {34].

Mentre la CA inoculata i.p. nei topi C57TBLJ/6H non
potenzia neile cellule di milza le risposte naturali verso i
tumori (attivita delle cellule mazural &iller) [78), il glucano
inoculato i.v. ad alte dosi, deprime il normale livello
di rcattivitd natutale sia nella milza che nel midollo
ossco [84].

Alcuni dati suggeriscono inoltre che lattivitz anti-
tumorale della CA possa essere Tdipendente. Infatti, il
sinergismo tra CA e farmaco antineoplastico scomparc
nei topi congenitamente atimici o dopo itradiazione
totale degli animali (i macrofagi sono resistenti 2 mo-
derati livelli di radiazioni) [78]. Rimane comunque
da definire quale ruolo possano giocare nella resistenza
antitumorale indotta i vire dalla CA le risposte im-
muni dell'ospite contro gli antigeni della CA verso i
quali esiste un normale stato di sensibilizzazione {46, 48].
A questo proposito & suggestivo il fatto che la CA
in vitro induca linfociti umani normali periferici a di-
venire citotossici contro linee tumorali umane [85]
Invece lattivitd antitumorale del glucano & probabil-
mente indipendente dalle risposte immuni specifiche
dell’ospite, non essendo di per sé immunogenico [30, 31).

APPLICAZIONI CLINIGHE.

La CA non & ancora stata utilizzata in studi clinici
controllati. II GBPM, incculato nell’vomo ¢ negli
animali non determina gli effetti tossici che spesso
si vetificano dopo la somministrazione del BCG [25].
Studi clinici preliminari hanno dimostrato che ino-
culazione di GBPM nei noduli metastatici cutanei
provoca la necrosi di cirea il 709, delle cellule tu-
morali entro 48 ore. Istologicamente si evidenzia nella
sede del tumore un notevole accumulo di macrofagi
attivati, tuttavia non & stato ancora valutato 'effetto
del GBPM su noduli cutanei distanti da quelli trat-
tati. Nel punto di regressione del tumore indotto da
GBPM non si & avuta la ricorrenza di una nuova meta-
stasi [86, 87]. E stato dimostrato che il GBPM aumenta
il livello di una proteina serica (HRF) che intensifica
Pattivith citocida dei macrdfagi verso le cellule tu-
morali [83].

" I’HRT diminuisce in alcune condizioni cliniche,
come interventi chirurgici [88], ustioni [89] ¢ nei pa-
zienti con tumore [90, 91}, in cui & stata suggerita
la presenza di una parziale depressione immune. Nei
pazienti con tumore la concentrazione serica del-
IPHRY & stata correlata con la prognosi del tumore.

Ta somministrazione di HRI direttamente nellc
metastasi cutanee richiama efficacemente i macrofagi
provocando cosi una estesa necrosi del tessuto tu-
morale [86]. Quindi la somministrazione di GBPPM
che aumenta il livello di HRF pud contribuire ad au-
mentare le resistenze antitumorali e generali dell’ospite.



CoNCLUSIONT,

C. albicans, 5. cerevisiae €d i componenti della parcte
cellulare, come glucano ¢ mannano hanno permesso
di definire alcuni punti importanti nella complessa
interazione tra sostanze immunomodulanti e sistema
immune.

Il primo aspetto da sottolincare & che le cellule in-
tere di lievito o parti di esse provocano cffetti diver-
sificati sul sistema immunc. Infatti, il GBPM: a) ¢
un forte attivatorc del SRE; 5) aumenta la resistenza
verso le infezioni batteriche; ¢) cleva i livelli serici di
lisozima; ) aumenta i livelli serici di HRT potenziando
cosi la fagocitosi macrofagica; ¢) non & antige-
nico. '

La CA, a sua volta: 4) ha un’attivitd chemiotattica
mediata direttamente da un componente della patete
o indirettamente mediante attivazione della via alter-
nativa del C’; b) ¢ molto antigenica; ¢) M'uomo ¢ gli
animali sono naturalmente sensibilizzati verso i suoi
componenti superficiali antigenici. Per quanto ri-
guarda le capacita immunoadiuvanti antitumorali lc
cellule intere dei lieviti differiscono dai Joto compo-
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nenti. Infatti: 1) I'attivitd antitumorale in sivo della CA
si_manifesta solo se¢ inoculata nella sede di crescita
del tumore (i.p. o s.c.); 2) it GBPM in alcuni sistemi
sperimentali aumenta la resistenza sistemica verso il
tumore; 3) mannano ¢ glucomannano ritardano |a
crescita del tumore in sistemi semicompatibili; 4) C.\
¢ SG sinergizzane con la chemioterapia antiblastica
ma non il mannano; 5) il GBPM reade j macrofagi
fortemente citotossici verso le cellule tumorali, mentre
deprime Pattiviea delle ccllule NK; 6) la CA attiva de-
bolmente i macrofagi, non modifica le risposte NK
delle celiule di milza ¢ aumenta probabilmente la
risposta T verso le cellule tumorali.

In conclusione, la C. afbicans e 'S, cererisiae sia come
cellule intere che come frazioni purificate hanno of-
fetti differenti sul sistema immune, dipendendo dalle
caratteristiche del componente usato e dal tipo di
interazioni che tali componenti hanno con le diverse
funzioni immunologiche, Questa complessa interazione
tra lieviti e sistema immune sottolinea la necessita
di selezionare componenti purificati, privi di effetti
tossici per I'momo, capaci di modulare prevalente-
mente singole funzioni immuni.
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Riassunto. — Vari microrganismi lievitiformi mostrano
elevato potere immunoadinante, sinergico con la chemiotera-
Dpia, nei riguardi di wn linfoma murino virus—indotto isto-
comparibile. Risultati ottimali si ottengome mediante due
somministragioni intraperitoncali di 2 X 107 cellule lirvito
inattivate ai giormi —14 ¢ 1 (rispetto allinoculazione
del tumore al giorno 0) segsite da trattamento con farmaci
antiblastici al giorno -5, L'cffetto antitumorale di Candida
albicans (C.A) inattivata con mertiolate non ¢ sensibilmente
influengato né dalla forma di crescita (lievite o micelio) né
dalla natura della sorgente di carbonio nel terreno di crescita.
1l B-glucano alcali-acide insolubile parietale, pur esso ar-
Hvo in semso antitumorale, agisce probabilmente com mecca-
niswpi immunologici diversi da quelli evidenyiati, in guesti
e precedenti studi, con celinle intere di C.A.

Summary (Further Investigation on the Immuno-
potentiation of Antiblastic Therapy by Inactivated
Yeasts and Glucan). — Severa! yeast species showed power-
Jul immumoadinvant, chemotherapy-symergic effect against a
histocompatible, virns—induced, murine lymphoma. Sensitizing
and booster intraperitoneal infections of 2 X 107 yeast cells
on days —14 and 1 (with respect to tumor challenge on
day 0) foliowed by treatment with antiblastic drugs (on day
+35) were required to clicit optimum activity.  The ants-
tumor effect was not markedly influenced by the form of
growsh nor by the nature of the carbow sowrce in the growth
medium.  The insoluble B-glucan of the cell wall was con-
Jirmed to be a powerful immumoadjsmwant in this model, though
varions data suggest that it conld act in a way different from
that of whole yeast cells.

INTRODUZIONE,

Condida albicans (CA), un fungo dimorfo, patogeno
opportunista per 'uvomo, & stata oggetto di precedenti
studi [1, 2] che hanno dimostrato la sua efficace azione
come immunostimolante capace di indurre forti ef-
fetti antitumorali sinergici con la chemioterapia in
modelli leucemici murini. Tali effetti antitumorali sono
paragonabili a quelli del BCG {1, 3), immunoadiuvante

“classico, rispetto al quale si ha il vantaggio che CA
¢ cfficace anche dopo inattivazione chimica o fisica,

evitandosi cosi ogni rischio di infezione nell’ospite
trattato. ‘

Esperimenti con singole frazioni parietali di CA
hanno suggerito Pipotesi che il B-glucano alcali-acido
insolubile possa essere il mediatore dell’effetto anti-
tumorale della cellula stessa [2),

In questo lavoro sono stati affrontati problemi di
natura squisitamente microbiologica riguardanti la even-
tuale influenza sul potere immunoadiuvante di CA
di vari parametri microbici quali il ceppo, la forma
di crescita, la sorgente di carbonio usata per la cre-

. scita. Inoltre, si & cercato 'di comprendere meglio il

ruolo giocato dal f-glucano insolubile parietale nel-
I'espressione dell’attivitd immunostimolante antitumo-
rale.

MATERIALI E METODI.

Organismi, condizions di crescita ¢ fragionamento delle
celiwle. - In questo studio sono stati usati vari ceppi
di Candids, principalmente della specie a/bicans (Robin)
Berkhout e poche altre specie di Saccharomyces e Crypto-
cocens. 1 ceppi, appartenenti alla collezione dell'Isti-
tuto Superiore di Sanitd, Roma, sono stati riidenti-
ficati in base agli usuali criteri tassonomici [4]. Ove
non sia diversamente specificato, comunque, tutti gli
esperimenti si intendono eseguiti con il ceppo BP di
di CA, originariamente isolato da materiale patologico
f1, 2, 5], cresciuto a 28¢ C in terreno di Winge a basso
contenuto di glucosio. Indipendentemente dal parti-
colare terreno di crescita usato, le culture venivano
fatte crescere fino a raggiungere, in fase stazionaria,
unz densitd di circa 2 x 10® cellule/ml. Le cellule
venivano quindi raccolte, lavate due volte in acqua
distillata sterile ed inattivate con sodio mertiolato allo
0,01 come descritto altrove (1], ¢ liofilizzate,

Per Ia preparazione dei ghosts glucanici [2, 6] usad
in questo studio le cellule intere venivano sottoposte
ad un procedimente di estrazione chimica con alcali
¢ acidi descritto in precedenza [2].

Per valutare Pinfluenza della fonte di carbonio usata
per la crescita sulla attivita immunoadiuvante di CA,
le sostanze prescelte come fonti di carbonio venivano
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aggiunte ad una base salina avente la seguente compo-
sizione (g/B): KILPO,, 57; MgSO,711,0, 0,5; NaCl
0,5; FeSO7H,O, 0,01; MnSO,, 0,01; CaCl, 0,01;
urea, 3,0; estratto di lievito, 1,0, Ove non sia diver-
samente specificato, le cellule venivano somministrate
per via intraperitoneale (ip) nella dose di 2 x 107,
corrispondente approssimativamente ad 1 mg di peso
secco, in un volume di 0,2 ml

Le forme miceliari di CA sono state ottenute sotto-
ponendo a trasformazione ifale a 370 C in N-acetil-D-
glucosamina [5, 7] cellule in forma lievito in fase sta-
zionaria, La completa trasformazione avveniva in meno
di 4 ore di incubazione. Le ife cosi ottenute venivano
lasciate ctescere per almeno 12-20 ore, poi raccolte
e lavate in una base salina al fine di evitare la rottura
per causc osmotiche dell’apice ifale. La quantitid del
materiale veniva misurata come peso secco.

Tumore ¢ wodello animale. — TLSTRA, un linfoma asci-
tico indotto dal virus della leucemia di Moloney in
topt Balbje, era mantenuto in cavitd peritoneale di
topi Balbfc mediante trapianti settimanali ip di 10¢
cellule neoplastiche sospese in medium 199 (Microbiol-
ogical Ass. Inc., Bethesda, Md., U.S.). Per gli espe-
rimenti sono stati usati topi istocompatibili CD2F1
(Balbje Cr » DBA/2 Cr; H-2'/H-2% di entrambi i
sessi, dell’eta di 2-4 mesi, offerti dalla Animal Production
Section, National Cancer Institute, NIH, Bethesda,
Md., U.5. La mortalita veniva registrata fino a 60
giorni dalPinoculazione del tumore ¢ la presenza di
ascite o linfoma generalizzato veniva confermata dal-
Pautopsia. 1l rallentamento o l'arresto della crescita tu-
morale erano valutati misurando la sopravvivenza media
in giorni (MST) ed il numero di sopravviventi a lungo
termine (LTS) considerando tali i topi sopravviventi
oltre 60 giorni dall’inoculazione del tumore. La signifi-
cativita statistica delle differenze nei tempi di sopravi-
venza era valutata secondo il Mann-Whitney U test.

Chemioterapici. - 1,3 bis (2-cloroetil) 1-nitrosourea
(BCNU} e 5-fluorouracile (5-FU) sono stati gentil-
mente offerti dal Dr. V.L. Narayanan, Drug Chemistry
Branch, Division of Cancer treatment, National Cancer
Institute, N1H, Bethesda, Md. 1 farmaei venivano di-
sciolti in una soluzione di NaCl allo 0,85 °) immedia-
tamente prima dell’uso ed injettati ip nei topi nella
dose prestabilita.

Risurratt,

I protocolli di trattamento adottati in questo lavoro
$ono stati messi a punto nel corso di precedenti studi
{1, 2] ¢ prevedono, al fine di ottenere effetti sinergici,
condizioni molto stringenti riguardanti i tempi, le
dosi ¢ la via di somministrazione dell’immunoadiu-
vante ¢ del chemioterapico [8]. Il trattamento con
Pimmunoadiuvante consiste in una somministrazione
sensibilizzante al giorno —14 ed un booster a! giorno
+1 rispetto al giorno di inoculazione del tumore
(giorno 0). La dose di CA in ciascuna somministra-
zione & di 2 x 107 cellule, il LSTRA viene inoculato
nella dose di 10° o 109 cedtule, e infine la chemioterapia
viene effetruata al giorno +-5 (18 mg/kg di BCNU op-
purc 84 mg/kg di 5-FU). La via di somministrazione
¢ Pintraperitoneale. La Tab. 1 riporta i risultati di un
tipico esperimento realizzato usando come immuno-

Tabella 1. — Efferti antitumorali in un tipico esperimento
nel medello  istocompatibile LSTRAJCD2ET soggetio
a chemioterapia con BCNU ed immunostimolagione cp}
cellide inattivata, in forma lievite, di Candida albicans
(CA), ceppo BP, in condizioni ottimali.

CA

al giomo 0) —n; :1:::1” al glorna +3) :
+ — — 9 0
+ + — (d) 15 Y
+ — + (e) 21 0
+ + + (e) > 60 75

{a) BCNL: 1,3 bis (2-cloroetil), [-nitrosurea,
(b) MST: tempo medio di sopravvivenza in giorni.

() LTS: sopravviventi a lungo termine.
(d) Significativo al 52;.
() Significativo all’'19;,

adiuvante cellule (in forma lievito inattivate) del ceppo
BP di CA. Rispetto al tumore non trattato, si nota un
leggero ma significativo miglioramento nei gruppi
trattati soltanto con CA ed uno ancora pitt significa-
tivo in quelli trattati soltanto con il chemioterapico,
ma in nessuno dei due casi si hanno sopravviventi a
lungo termine. Invece nei gruppi sottoposti ad en-
trambi i trattamenti (CA ¢ BCNU) si raggiunge un
tempo medio di sopravvivenza maggiore di 60 giorni
ed il 759, di sopravviventi a lungo termine. E quindi
evidente il realizzarsi di un forte sinergismo positivo
antitumorale tra immunoadiuvante e chemioterapico.
L’effetto antitumorale cosi ottenuto pud essere ul-
teriormente potenziato mediante una terza sommini-
strazione di CA effettuata al giorno +8, raggiungen-
dosi il 100 %, di sopravviventi a lungo termine, Vari
lieviti inattivati (appartenenti ai generi Candida, Sar-
charomyces, ¢ Cryptoceccus)y sono stati saggiati per la
loro attivita antitumorale e tutti sono risultati in grado
di potenziare la chemioterapia nelle condizioni spe-
rimentali gid individuate, con gli stessi sostanziali
risultati ottenuti in precedenza con il ceppo BP di
CA. E di interesse il fatto che anche Saccharomyces
cerepisiae, lievito non patogeno, pud essere adoperato
per questi trattamenti immunochemioterapici,

Influenza di vari parametri cellulari sull'attivita immimo-
adinvante antitumorale di C A, — Per valutare Peventuale
influenza della sorgente di carbonio usata per la cre-
scita sull’atiivitd . immunostimolante antitumorale di
CA, cellule cresciute in terreni contenenti fonti di
catbonio tra loro molto diverse sono state saggiate
per la loro attivitd antitumorale, in combinazione o
non con la chemioterapia, nelle condizioni e con le
modalita precedentemente descritte, 1 risultati (Tab. 2)
indicano chiaramente che la fonte di carbonio non in-
fluenza assolutamente P'espressione della loro attivita
antitumorale. Infatti tutte le preparazioni indistinta-
mente, con la sola eccezione delle cellule cresciute in
acido stearico, inducono effetti antitumorali forte-
mente positivi ¢ tra loro simili,



Tabella 2. ~ Influenya della sorgente di carbonio nel ter-
reno di crescita swllespressione dell’attivita antitunorale
di cellwle di Candida albicans (C.A) in combinagione
con i chemioterapico 5 FU, nel modello LSTRA|CD2F1
(cellule tumorali: 10° somministrate ip).

Qruppl tracati
con 5-F

Cruppi non trattat{ (84 mg/Kg ip

PREPARAZION! DI CA con S-FU () g gomne 45 con un picco massimo di attivitd antitumorale per
_ del rumore) entrambe alla dose di 1 mg, ed i valori di MST ¢ LTS
MST ¢y LTS©@  psT L;/rs ta}ggiunti Eer_l-c d'uc f‘orme‘ ri§ultan0 anch’essi tra loro
S e o piuttosto simili. 51 pud quindi concludere che ncanche
la forma di crescita determina nell’attivitd antitumorale
o 0 di CA variazioni significative,
" o ° Effetti antitumorali di cellule intere ¢ ghosts glucanici
CA-glucosio 19%,...... 16,0 0 ~60 50 somministrati separatamente o rvariamente abbinati. - B
CA-glucosio 4%...... 15,0 0 > 60 50 chiaramente molto importante individuare quali siano
) i componenti cellulari responsabili dell’effetto immuno-
CA-glucosio 10%. ... 14,0 0 > 60 58 ndiuvfmc osservato, nncpl’me al fine di utilizzare nel
CA-galattosio 49,..... 15,5 0 > 60 50 proseguimento degli studi componenti chimici ben
CA-acido stearico 49, 12,0 0 19 0 caratterizzati. Si ¢ quindi affrontato questo problema
cominciando con Pindagare sull’attivitd dei compo-
CA-acido oleico 4%... 16,0 0 >60 66 nenti patietali delle cellule di CA.
CA-glicerolo 4%, ..... 16,0 0 = 60 50 Da precedenti esperimenti riguardanti il potere im-.
. N munoadiuvante di frazioni della parete cellulare di
R TP S60 66 CA [2] le frazioni solubili (frazione ricca di mannano
° e frazione glucano~proteica) erano risultate prive di
CA-brodocultura ..... 15,0 0 > 60 50 ogni attivitd antitumorale, la frazione f-glucano alcali-
acido insolubile (frazione particellata organizzata in
(a) 5-FU: § Huocrouracile. ghosts glucanici contenente anche una piccola quan-
{b) MST: tempo medio di sopravvivenza in giorni. titd di chitina) era risultata invece dotata di elevato
{c) LTS: sopravviventi a lungo termine, potere immunoadiuvante, tanto da essere considerata
Ca LSTRA CA  BCNU
& L —t J
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Fic. 1. - Activitd immunoadiuvante antitumorale di due differenti forme (Y = lievito; M - miceliv) i Candida albicans {CA) in

511

Al fine di valutare Peventuale influenza della forma
di crescita, lievito o micelio, sull’attivitd immunoadiu-
vante di CA, sono stati confrontati gli effetti antitu-
morali ottenuti mediante somministrazione di dosi
crescenti (da 0,1 a 5 mg) delle due forme di crescita
secondo i protocolli di trattamento gid descritti. Le
curve relative alle due forme di crescita (Fig. 1) pre-
sentano un andamento dose-dipendente molto simile,

combinazione con chemioterapia con BCNU in fopi CD2F1 inoculati con 109 cellule LSTRA ip.

. e : CA-Y ai giorni —14 ¢ +1 ip.
Q-0 : CA-M ai giorni —14 ¢ +1 ip.

B———1 : CA-Y ai giomi —14 ¢ +1ipe BCNU, 18 mg/KG, al giorno -+ 5.

D

[]: CA-M ai giomi —14 ¢ +1 ip e BCNU, 18 mg/KG, al giorno +5.

1 topi inoculati soltanto con LSTRA avevano un tempo medio di sopravvivenza (MST) di B giorni ¢ nessun sopravvivente a lungo termi-
ne (LTS); i topi trateati soltanto con BCNU avevano un tempo medio di sopravvivenza di 14 giorni € nessun sopravvivente a fungo termine
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come il componente essenziale richiesto per I’espres-
sione dell’attivitd antitumorale di CA. 8i ¢ quindi ten-
tato di chiarire ulteriormente il ruolo di tale compo-
nente nell’espressione dell’attivith antitumorale, cer-
cando di individuare Peventuale relazione esistente
tra la sua attivits e quella della celiula intera, Sono
stati pertanto effettuati trattamenti con cellule intere
(CA) e con glucano insolubile (CA-WG, wall ghosts)
somministrati sia singolarmente che variamente abbi-
nati, come si pud vedere nella Tab, 3. La dose di gls-
cano somministrata corrisponde alla quantitd di esso
presente nella dose somministrata delle cellule intere,
ciog in 1 mg di cellule, in modo da ottenere risultati
tra loro direttamente comparabili. Contrariamente a

Tabella 3. — Effetti antitumorali di cellule intere di Candida
albicans (C.A) ¢ ghosts glucanici (CA-WG) in combi-
nagione con BOCNU nel modello LSTRA|CD2FT (cel-
Inle tumorali: 10° somministrate ip).

Gruppi trartati

e O s ity
ol oo
—14 a1 MST () LT;; © MST '-3;5
—_ - 0 15 0
CA — 9 0 17 0
CA CA 11 0 > 60 50
CA CA.- WG 10 0 > 60 50
CA-WG — 9 0 37 42
CA-WG CAWG 11 0 25 14
CA-WG CA 11 0 27 0

{a) BCNU: 1,3 bis (2-cloroetil), I-mitrosurea.
(b) MST: tempo medio di sopravvivenza in giorni,
(c) LTS: sopravviventi a lungo termine.

quanto ci si sarebbe aspettato, i risultati ottenuti in
questo esperimento hanno messo in evidenza per le
due preparazioni comportamenti nettamente diversi.
Infatti, il glucano, a differenza delle cellule intere, &
in grado di potenziare fortemente la chemioterapia,
anche se somministrato una sola volta al giomo —14;
in secondo luogo, si pud osservare che, mentre una
prima somministrazione di cellule richiamata indiffe-
rentemente da cellule o da glucano di i medesimi ri-
sultati altamente positivi, una prima somministrazione
di glucano richiamata da glucano o da cellule appare
assai meno efficace. Da tutto cid si pud dedurre che
glucano e cellule intere agiscono coinvolgendo mec-
canismi immunologici probabilmente diversi tra loro.

DISCUSSIONE E CONCLUSIONI.

Questi esperimenti hanno confermato ultetiormente
il forte potere immunoadiuvante di C. albicans inat-
tivata ed hanno dimostrato che tale attivitd antitu-
morale & comune a vari organismi lievitiformi, i quali
possonc essere efficacemente adoperati come immuno-
potenziatori della chemioterapia in modelli leucemici
sperimentali. Si & inoltre dimostrato che tale attivity
non ¢ influenzata dalle condizioni generali di crescita
e forme di sviluppo, una volta che siano adottati ap-
proptiati protocolli di somministrazione del lievito
stesso ¢ del chemioterapico. Infine, contrariamente a
quanto ipotizzato in ptecedenza, questi studi hanno
rivelato che la cellula intera e il B-glucano insolubile
parietale, entrambi dotati di elevata capacitd immuno-
stimolante antitumorale, agiscono con ogni proba-
bilitd attivando meccanismi immunologici tra loro
diversi.

Ulteriori studi sono in corso, sia per chiarire la na-
tura di questi meccanismi, sia per verificare la possi-
bilita che altre strutture pith semplici possano esserc
dotate di pih elevato potere antitumorale,

Questo lavoro & stato finanziato in parte dal Contratto C.N.R.
n., 80.01505.96 (Progetto Finalizzato « Controllo della crescita
neoplastica »).
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